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@ Process for preparing optically active halogen-containing alcohols. 

St) Optfcally active, halogen-containing alcohote useful as intermediate of liquid crystal compounds are 
prepared in which an enzyme originated from microorganisms selected from the genera of Chromobac- 
terium , Alcaligenes, Candida, Geotrfehum, Humkxrfa , Mucor, Penicillium, Rhizopus and Pseudomonas 
or an enzyme or^inated from wheat matt, such as wheat germ. Is allowed to react, in organic soivents, 
with a racemic, halogen-contelning akx)hol of the formula 0] : 



OH 

\ 



[I] 



(D 

in 



Q. 
Ui 



wherein Ri fe a haloger>-containing alkyl group having 1 to 4 carbon atoms ; and Rj is a group seJectfid 
from alkyl are! aralkyl groups having 4 to 16 carbon atoms, substituted aral unsubstiluted aryt groups 
and -CH2-COO-R5 wherein is an aBcyl or aralkyi group having 2 to 16 carbon atorre. and a vinyl ester <rf 
the fbnmula PQ : 



O 

n 

CO 



R3 - CO - [11] 

wherein is an alkyl, substituted alkyl or alkenyi group having 1 to 11 cartx)n atoms ; and R4 s a 
substituted or unsubstituted vinyl group having 2 to 4 carbon atoms, until the corresponding {S)-type or 
(R)-type isomer of ttie compound p\ is obtained. 
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The present invention relates to a process for preparing a haJogen-containir^ alcohol of high optical purity 
by subjecting a vinyl ester and a racenuc, halogen-ontaining alcohol to an asymnrwtric esterif ication reaction 
using an esterase. The optically active, halogervcontaining alcohols of the invention are useful as intermedi- 
ates for liquid crystal materials, pharn\aceuticals, pesticides and others. 

5 Methods for preparing optically active, halogen-containing alcohols invoke asymmetric syntheses through 

an organic synthetic reaction and optical resolutions using a diastereomer. However, these nrtethods have 
much difficulties in obtaining products of high optical purity and in synthesizing them in a large amount, so 
that established practical methods are few. Optical resolution methods have also been reported by th present 
inventors in Japanese Patent [KOKAI] Publications Nos. 282340/1990, 233243/1 989 and 233244/1989. These 

10 methods pertain to enzymatb reactions in an aqueous solution, which have certain problems from technfcal 
points of view, for example, inferior dispersibiity of substrates, and difficulties in obtaining a high optical yield, 
in synthesizing in a large scale, and in separating and recovering enzymes. 

To overcome these technical problems, assymetric enzymatic reaction in an organic soh^ent has been fo- 
ci^ recently. This method has also difficulties in not being able to attain high optical purity because of a 

IS partial reverse reaction due to reversibility of esterif ication reaction. 

More recently, there has been reported that high optical purity is attained by an irreversible esterification 
reaction using a vinyl ester derivative (J. Org. Chem., 1988. ^ 3127-3219). However, nothing was reported 
on halogen-containing alcohols, except that an optical resolution through ester-exchanging reaction of a tri- 
f hjoromethyl group-containing alcohol with a vinyl ester using Upase P originated from Pseudomonas sp. was 

20 tried. In this case, however, the reaction hardly proceeds and no optical resolution is attained (J. Ghent Soc., 
Chem. Commun., 1988, 1459-1461, particularly Table 1). 

An object of the present invention is to provide a novel process foe efficiently preparing an optically active, 
halogen-containing alcohol from the corresponding racemic, halogen-containing alcohol in organic solvents. 
The first aspect of the present invention relates to a process for preparing an optically active or enantio- 

25 meric halogen-containing alcohol represented by the formula [III]: 



OH 



[III] 



30 



wherein Ri is a halogen-containing alkyi group having 1 to 4 carbon atoms; R2 is a group selected from alkyi 
and aralkyl groups having 4 to 16 carbon atoms, substituted and unsubstituted aryl groups and -CHrCOO-Rs 
35 wherein R5 is an alkyi or aralkyl group having 2 to 16 carbon aton^; and * means an asymmetric carbon atom, 
whteh is characterized by subjecting a racemic. halogen-containing alcohol represented by the formula [I]: 

OH 

R, - CH - [I] 

40 

wherein Ri and R2 have the same meanings as above, and a vinyl ester represented by the formula [II]: 

O 

45 ft 

Rs- CO - R4 [Ill 



wherein R3 is an alkyi, substituted alkyi or alkenyl group having 1 to 11 carbon atorrts; and R4 is a substftuted 
50 or unsub^ituted vinyl group having 2 to 4 carbon atoms, to an asymmetric esterif k:ation reactk>n in organic 
solvents through action of an enzyme originated from microorganisms selected from the group consisting of 
genera of 

Chromobacterium 

Alcaligenes 
55 CandMa 

Geotrichum 

Humicda 

Mucor 
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Penicilium 

Rhizopus 

Pseudomonas sp. 
or an enzyme originated from wheat malt, such as wheat germ. 
5 The secnd aspect of the present invention relates to a process for preparing an optically active or enan- 

tiom«ic halogen-containing alcohol represented by the formula [ill]: 

OH 

to. R, - CH - [IIIl 



wherein Ri is a halogen-containing alkyi group having 1 to 4 cartx>n atoms; R2 is a group selected from alkyl 
IS and aralkyi groups having 4 to 16 cartx>n atoms, sut>stituted and unsubstituted aryl groups and -CIVCOO-Rs 
wherein R5 is an aikyl or aralkyi group having 2 to 16 cartx>n atoms; and * means an asymmetric carbon atom, 
which is characterized by subjecting a racemic, halogen-containing alcohol represented by the formula p\: 



20 



45 



50 



OH 

R. - CH - R, [I] 



wherein Ri and R2 have the same meanings as above, and a vinyl ester represented by the formula [II]; 
25 O 

ir 

R3- CO - R^ [II] 

wherein R3 is an alkyl, substituted alkyl or alkenyl group having 1 to 11 carbon atoms; and R4 is a substituted 
30 or unsubstituted vinyl group having 2 to 4 carbon atoms, to an asymmetric ester-exchanging reaction in organk: 
solvents through action of an enzyme originated from microorganisms selected from the group consisting of 
genera of 

Chromobacterium 
Alcaligenes 
35 Cahdkia 

Geotrichum 
Humteda 
Mucor 
Penfcfllium 
40 Rhizopus 

Pseudomonas sp. 

or an enzyme originated from wheat malt, such as wheat germ, to obtain an optically active, halogen-containing 
ester represented by the formula pv]: 



O Rj 

R3- CO - CH - R, [IV] 



wherein Ri, R2 and R3 have the same meanings as above and * means an asymnnetric carbon atonn, and sep- 
arating and then hydrolyzing said ester. 

The present invention is sununarized according to the following reaction formulas (1), (2) and (3): 



55 
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CHs enzyme 



10 



IS 



20 



25 



50 



I 



(R-type)/(S-tYpe)ROH ♦ R^COO - C = CH^ 



OH 

I 

RaCOORCS-type) + CH, ^ CH - CH3 + (R-type)ROH (1) 



OH tautomerism O 



CHa = (!rH - CH3 > CH3 - C - CH3 . . • ( 2 ) 

to ketone 



hydrolysis 

R3COOR(S-type) > (S-type)ROH ... (3) 

(wherein R represents an 



R, - CH - R, 



group.) 

In the at)ove reaction formulas, the product, ROH, In the formula (1) is shown as (R)-type, and the product, 
ROH, in the formula (3) is shown as (S)-type. However, which the products in the formulas (1) and (3) are (R)- 

30 type or (S)-type, depends upon an enzyme empbyed. For the convenience of explanation, herein, the product 
in the fornmjla (1) Is referred to (R)-type, and that in the formula (3), (S)-type. 

If the ester component in the reaction does not have a vinyl group, the reaction in the formula (1) essentially 
proceeds reversibly. so that (S)-type R3 CXXDR once formed causes again a reverse esterification reaction, 
by which optical purity is lowered. If the ester component contains a vinyl group, the vinyl alcohol component 

35 formed in the formula (1) causes tautomerism to a ketone or aldehyde as shown in the formula (2), thus, no 
reversit>le reaction of the formula (1) occurs. Accordingly, decrease in optical purity of the fornned (R)-type 
ROH is prevented. 

Ri in the formula pil] includes CHjF, CHF2. CF3. CaFj, CCIjF, CF3CGI2, CJ=s and C3F7. 
R2 in the formula [IIQ includes straight chain or t)ranched alkyi groups, such as n-butyt. isotMJtyl, n-pentyl, 
40 2-nr>ethylt>utyl and n-hexyl groups; phenyl and substituted phenyl groups, such as tdyl and xylyl groups; and 
benzyl and phenethyl groups. 

R3 includes alkyl groups, such as methyl, ethyl, n-propyl, n-butyl, isobutyl, n-hexyt, n-octyl and n-decyl 
groups; sut>stituted alkyl groups, such as monochloromethyl, nrH>nobronrK)methyl, nrKHiochloroethyl and nru>no- 
chloropropyl groups; and alkenyl groups, such as CH2=CH-, CH3CH=CH-, CH2=C(CH3)-, CH3CH=CHCH=CH- 
45 and CH2=CH-(CH2)g-. 

R4 includes vinyl, isopropenyl and n-butenyt groups. 

R5 includes ethyl, propyl, n-tnityl, isobutyl, n-hexyl, n-octyl, n-decyl, n-hexadecyl and benzyl groups. 
Compounds represented by the formula p] include the following ones: 



^2 



HO - CH - CsHi 
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CHFa 

I 



CHFa 

HO - CH - CeH, 



10 



15 



CCljF 
I 

HO - CH - Co H, a 



20 



C2 Fb 

t 

HO - CH - CeHia 



25 



C3 F, 
HO - CH - CsH, 



30 



HO - 



CHzF 

^IH — Cb H I -7 



35 



HO 



CHF2 
- CH - CbH, 



40 



45 



CF, 

HO - CH - CsHi T 



50 



CCI2F 
I 

HO - CH - Cb H, 7 



55 



Cz Fs 
I 

HO - CH - CbH, 
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C, F, 

HO - CH - Ca H, 7 



CF3 

HO - ilH - C4H9 



HO - CH - H. . 



CFs 

HO - CH - C7 H. s 



I 

HO - CH - C9 H, 9 



CP, 

HO - CH - C, 0H2 . 



CF3 
I 

HO CH ~" C| 6 3 
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10 



15 



20 



25 



30 



50 



CF3 9 
HO - CH - CH, - CO - CaHs 



CF3 O 
HO - CH - CH2 - CO - C^H^ 



CFa O 
HO - CH - CHa - CO - C4H9 



CF3 p 
HO - CH - CH2 - CO - C^H, 



CF3 p 
HO - CH - CH, - CO - Cs H, , 



CF3 O 
f 'f 
HO - CH - CHz - CO - CsH, V 



CF3 O 
35 HO - CH - CH^ - to - C, 0H2 t 



CF3 o 

40 I t| 



HO - CH - CHz - CO - C, 2H2, 



^ CF3 0 

J 1' 



HO - CH - CH2 - CO - C, eH. 



CF, O 
HO - CH - CH2 - CO - CH2 



<2) 



55 Compounds represented by the formula [II] include the following ones: 
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O 

CH3 - CO - CH = CH2 



0 

CH, - CHa - TO - CH = CH^ 
O 

CHs - (CH^ )2 - CO - CH = CH^ 



CH3 p 
CH3 - CH - CO - CH = CH^ 

O 

CH3 - (CH. )3 - CO - CH = CH, 



O 

CH3 - (CHa )4 - CO - CH = CH2 
O 

CH3 - (CH:, )s - CO - CH = CH2 



O CH3 
CH3 - CO - C = CH, 



O 

CH3 - CO - CH CH - C2H5 

CHzF 
HO - CH - CeH. 3 
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CHFa 
HO - CH - CeH, 



HO - 



cr. 

CH - CsH, 



HO - 



ecu 

C - CeH, 



HO - CH - CfiH, 
* 



C3 Ft 

KO - 6h ' CeH, 



CF. 

HO - CH - C4H, 



HO 



CF3 

CH 

* 



CbH, 



CF, 

HO - CH - CH. 



d 
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CF3 
HO - CH 



Cm Hi , 



to 



HO - CH 



Ci o H2 I 



IS 



20 



CF3 

HO - CH 



— C| B Ha 3 



25 



30 



CH,F 
HO - CH - Cb H, 7 



HO - CH - CaH, 7 



35 



CF3 

HO - CH - CaH, 



CClaF 

I 

HO - CH - C«H, 7 
* 



50 



C^ F. 

HO - CH - CaH, 
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HO - 



C, F, 

I 

CH " C^j H| 7 



10 



15 




20 



25 




30 



CF3 

HO - CH - CHa 



O 

CO - CzHc 



35 



CF, 

HO - CH - CHa 



O 

CO - C3H7 



40 



45 



CFa 

HO - CH " CH2 



O 

- CO - C4H9 



50 



CF3 o 
HO - CH - CH2 - to 



- CbH. , 



55 
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CF3 

HO - CH - CH2 



O 

I) 

- CO - CeH, 



10 



CF3 

I 

HO - CH - CH, 



O 

- CO - Ct H, , 



15 



CF3 

HO - CH - CHg - 



O 

tr 

CO 



Cs H, 



20 



HO 



25 



CPs 
I 

- CH - CH, 



~ CO ~ C| 2 Ha ! 



30 

HO - 




as Organic sdvents employed in the invention include aliphatic hydrocartx)ns having 5 to 10 carbon atoms, 

for example, n-hexane and n-heptane; alicydic hydrocarbons having 6 to 9 carbon atoms, for example, cydo- 
hexane; aromatic hydrocarbons having 7 to 9 cart>on atoms, for example, toluene; ether soh^nts. for example, 
diethyl ether, ditsopropyl ether and tetrahydrofuran; and chlorinated aliphatfc hydrocartx^ns having 1 or 2 car- 
bon atoms, for example. 1.2-dichtoroethane and chloroform, among which the chlorinated soh/ents are pre- 

40 ferred. 

Enzymes in the present Invention, which are to be used for optical resolution through an asymnnetric ester- 
exchanging reaction in an organic sokent, should be those which accelerate the asymmetric ester-exchanging 
reaction without being deactivated in organic solvents. 

As a result of extensive studies, the present inventors have found that enzymes mentioned in Table 1 ex- 
45 hibit efficient optical resolutkHi performance for the asymmetric ester-exchanging reaction of vinyl esters and 
halogen-conteining alcohols in organic solvents, thereby to obtein the halogen-containing alcohols of high opt- 
ical purity. 

Namely, enzymes employed in the process of the invention include those originated from microorganisms 
selected from the group consisting of genera of 
50 ChronrH)bacterium 

Alcaligenes 

Candida 

Geotrichum 

Humicola 
55 Mucor 

PenicBlium 

Rhizopi^ 

Pseud(MTK>nas sp. 
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and those originated from wheat maHU such as wheat germ. Enzymes other than those ilfustrated at>ove may 
be used so far as they are active for the asymmetric ester-exchanging reaction in organic solvents. Particularly 
preferable are those n^ntioned in Table 1. 



5 




Table 1 






Origins 


Tradenames 


Manufactures 




unromoDacienum viscosum 




Asahi Kasei 


10 


Alcaltgenes sp. 


walled ICC* 9f/m ^I^OoC 


Cosmo Bio 




Candida cylindracea 


Ljpooo iy|w VII 


SI6MA 




Candida cyliraJracea 


Lipase -ODU 


ividUi ooiiyyu 


15 


Candida lipdytica 


Lipase from Candida lipolytica 


Fluka 




Geotrichum candidum 


Geotrickum candidum Lipase 


Cosmo Bio 




Humlcda lanuginosa 


numicoia lanuginosa Lipase 


wUSmTHJ OnJ 


20 


Mucor miehel 


Mucor Lipase M 


Cosmo Bio 




Penidllium cydopium 


Penbflllm Lipase C 


Cosmo Bio 






Lipase from Penicillium roquefbrti 


Ruka 


25 


Rhizopus arrhizus 


Lipase Type XI 


SIGUMA 




Rhizopus delemar 


Lipase from Rhizopus delemar 


Fluka 




Rhizopus niveus 


Lipase from Rhizopus niveus 


Fluka 


30 


Wheat germ 


Lipase Type 1 


SIGMA 




Pseudomonas sp. 


Upase SAM-II 


Fluka 




Pseudomonas Sp. 


Lipase Type XIII 


SIGMA 



AnrK)unt of the enzyme used is preferably not less than 20% by weight, tnore preferably 35 to 65% by 
weight per the reaction substrate. Even an anKMjnt as smalt as 5% by weight accelerates the reactk>n, but 
such a case needs a longer period of tinDe, for example, 300 to 600 hours. 

Reaction temperature may nornrtally be a temperature at which the enzyme is not deactivated, namely, a 
temperature within the range of 20 to rO^'C, preferably. 50 to ^C. The optimum temperature varies depending 
upon each enzyme employed. 

The reactton period of time is not limitative, but generally within the range of 1 to 300 hours. 

Optinrtum asymnnetric ester-exchanging ratio to obtain a high optical purity in the present inventk>n varies 
depending upon the combination of enzymes and sut>strates. In case of a combination of pentafluoro-2-alkanol 
and Upase LP, for example, a h^h optical purity of not less than 90% is obtained if the reactkm is ceased at 
an exchanging ratio of not less than 50%, prefiarabty 55 to 60% or more. A high ester exchanging ratio is pos- 
sible, tHjt it tends to decrease yield. 

The ester-exchanging ratio may be measured by assaying directly the reaction mixture using a gas chro- 
matography 

Conditions for gas chromatography 

Column: SE-30 
In^ temperature: 250^ 
Column tmperature: 130*'C 
Detector FID 
Injecting 3 ^£ of the reaction mixture. 

When a resotuted optically active, halogen-containing alcohol is obtained according to the present reaction. 
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rts enantomer remains in the reaction sy^em in the form of an ester. Thus, the enantkxner which Is an optically 
active antipode is otitained by separating ami recovering the ester and subjecting it to hydrolysis with an alkali. 

Procedures for determining optical pur^ in the present invention are as follows. 

About 5 mg of a sample alcohol is weighted, and dissolved in 0.5 ml of dry toluene. A mixture of the solution 
5 with about 5 nog of 3,5-din(tropheny1 isocyanate is subjected to pulverization and then mixed with atxxjt 5 to 
10 mg of 4-dimethylaminopyridine. TTie mixture is stirred for 1 hour at 60 to 70^C, and then concentrated at 
60 to 70^C. The residue is dissoked in about 15 nrti of ethyl ether, washed sequentially with 1 M HCI twice, 
H20. 1 M NaHCOs and saturated NaCI solution, and dried over anhydrous sodium sulfate. The ether layer in 
about 8 \i\ volume is assayed using high pressure liquid chromatography (HPLC). 

10 

Conditions for HPLC 



Column: SUMICHIRAL OA-4000 

Solvent n-Hexane: CHCI3; IPA = 50 : 30 : 1 

IS Rowing amount 1 ml/min. 

Detection wave length: 254 nm 

The invention wOl more fiilly t>e explained with respect to examples, which are, tiowever, never construed 
to limit the invention. 

20 Part 1: Examples for optical resolution reaction of 1,1,1,2,2-pentafluoro-3-undecanyl alcohol: 

HO - CH - H, T -n 

25 



Example 1 

30 To 30 ml of rhhexane were added 2.4 g of 1 ,1 , 1 ,2,2-pentaf luoro-3-undecanyl alcohol, 3 g of vinyl butyrate 
and 750 mg of Lipase LP originated from Chronrobacterium viscosum. made by Asahi Kasei. The mbdure was 
well stirred to keep a disperston for 72 hours at 30"^^ to proceed with a reactk>n. Process of the reaction was 
pursued by checking ester-exchanging ratio every 8 hours using a gas chromatography. When the exchanging 
ratk> reached 65%, the reaction was ceased by removing the lipase through a suctk>n f Otratk>n. The filtrate 
35 was concentrated and then subjected to a silk:a gel column chromatography wherein n-hexane/isopropyl ether 
= 5/1 by volume was used, for separatton and purif k:atk>n. The first fractton ot^ined was an ester, and the 
second firactk>n was 0.61 g of the titled optically active 1,1,1,2,2-pentafluoro-3-undecanyl alcohol. 
NMR (COaa 6 JfAS inner standard) 
0.84 (3HtJ = 6.7Hz) 
40 1.1- 1.43 {12Hm) 

1.45- 1.62 (2Hm) 
1.63-1.75 (IHm) 
3.87-4.20 (IHm) 

HPLC analysis in the form of 3,5-dinitnophenyl isocyanate derivative showed that it was the (R) isomer 
45 with an optical purity of 86% e.e. 

Example 2 

Procedures in Example 1 were repeated except that 3 g of vinyl acetate was used in place of the vinyl 
so butyrate. After 48 hour reactk)n at an exchanging ratk> of 50%, the resulting optically active alcohol had an 
optically purity of 3d% e.e. 

Example 3 

55 Procedures in Example 1 were repeated except that 3 g of vinyl propbnate was used in place of the vinyl 

butyrate. After 20 hour reactk)n at an exchanging ratk> of 64%, the resulting optically active alcohol had an 
optical purity of 93.5% e.e. 
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Example 4 

Procedures in Example 2 were repeated except that the same amount of diisopropyl ether was used as 
the solvent in place of the n-hexane. After 168 hour reaction at an exchanging ratio of 54%, the resulting opt- 
5 ically active alcohol had an optical purity of 65% e.e. 

Examples 

Procedures in Example 1 were repeated except that the 3 g of vinyl propionate as the ester and 30 ml of 
10 1,2-dichloroethane as the solvent were used in place of the vinyl butyrate and n-hexane, respectively, at a 
reaction temperature 50°C. After 90 hour reaction at an exchanging ratio of 58%, the resulting optically active 
alcohol had an optical purity of 97.6% e.e. 

Example 6 

15 

Procedures in Example 5 were repeated except that 30 ml of tetrahydrofuran (THF) was used as the solvent 
in place of the 1 .2-dichloroet hane. After 383 hour reaction at an exchanging ratio of 59%. the resulting optically 
active alcohol had an optical purity of 90% e.e. 

20 Example 7 

Procedures in Example 5 were repeated except that the same amount of n-hexane was used as the soh^ent 
in place of the 1 ,2-dichloroethane. After 116 hour reaction at an exchanging ratio of 62%, the resulting optically 
active alcohol had an optical purity of 72% e.e. 

25 

Example 8 

Procedures in Example 7 were repeated except that 750 mg of Lipase Type XIII originated from Pseudo- 
monas sp., made by SIGMA, was used in place of the Lipase LP. After 330 hour reaction at an exchanging 
30 ratio of 64%, the resulting optically active alcohol had an optical purity of 9.6% e.e. 

Example 9 

Procedures in Example 5 were repeated except that 750 nng of Lipase SAM-II originated from Pseudonx)- 
35 nas sp., made by Ruka, was used In place of the Lipase LP. After 330 hour reaction at an exchanging ratio of 
46%, the resulting optically active alcohol had an optical purity of 28.8% e.e. 

Example 10 

40 Procedures in Example 5 were repeated except that 750 mg of Lipase Type VII originated from Candida 

cylindracea. nr>ade by SIGMA, was used in place of the Lipase LP. After 330 hour reaction at an exchanging 
ratio of 6%, the resulting optically active alcohol had an optical purity of 5.1% e.e. 

Part 2: Examples for optical resolution reaction of 1,1,1 -trifluon>-2-decanol: 

45 

CF. 

HO - CH - CsH, T 
* 

50 

Exannple 11 

To 30 ml of chloroform were added 2.4 g of 1 ,1 ,1-lrifluoro-2-decanol. 3 g of vinyl propionate and 750 mg 
of Lipase LP or^inated from Chromobacterium vfecosum. made by Asahi Kasei. The mixture was well stirred 
S5 to keep a dispersion for 70 hours at S^C to proceed with a reaction. Process of the reaction was pursued by 
checking ester-exchanging ratio every 8 hours using a gas chromatography. The reaction was ceased at an 
exchanging ratio of 76% by renM>ving the lipase through a suction f 3tratk>n. The filtrate was concentrated and 
subjected to a siica gel chromatography wherein n-hexanefisopropyl ether = 5/1 by volume was used, for sep- 
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aration and purifk^ation. The fir^ fraction obtained was an ester, and the second fraction was 0.45 g of the 
titled optically active 1,1.1-trtfIuoit>-2-<lecanol alcohol. 
NMR {CDO3 5 IMS inner standard) 
0.86 {3Ht J = 7.0 Hz) 
5 1.20- 1.40 (11Hm) 

1.45- 1.60 (2Hm) 
1.60-1.70 (IHm) 
3.70- 3.85 (2Hm) 

HPLC analysis in the form of 3.5-dinttrophenyt isocyanate derivative showed that it was the (R) isomer 
10 with an optical fHirity of 95% e.e. 

Example 12 

Procedures in Example 11 were repeated except that 30 ml of tetrahydrofiiran (THF) was used as the sol- 
15 vent In place of the chloroform. After 95 hour reaction at an exchanging ratio of 75% , the resulting opttealty 
active alcohol had an optical purity of 82% e.e. 

Example 13 

20 Procedures in Example 11 were repeated except that 30 ml of toluene was used as the solvent in place 

of the chloroform. After 95 hour reaction at an exchanging ratio of 78%. the resulting optically active alcohol 
had an optk:a] purity of 81% e.e. 

Example 14 

25 

Procedures in Example 11 were repeated except that 30 ml of hexane was used as the solvent in place 
of the chloroform. After 70 hour reaction at an exchanging ratio of 72%, the resulting optically active alcohol 
had an optical purity of 60% e.e. 

30 Part 3: Examples for optical resolution reaction of 1,1 ,1.2,2.3,3-heptafluoro-4^ecanol: 



35 



HO 



C3 
I 

CH - CeH, 3 - n 



Example 15 

40 To 20 ml of 1 »2-dichloroethane were added 870 mg of 1 .1 ,1 ,2^,3,3-heptafluoro-4-decanol, 1 g of vinyl pro- 
pionate and 290 mg of Lipase LP originated from Chromot)acterium viscosum . made by Asahi KaseL The mbc- 
tune was well stirred to keep a dispersion at 50*^ for 72 hours to proceed with a reaction. Process of the reaction 
was pursued by checking est^-exchanging ratk) every 8 hours using a gas chromatography. When the ex- 
changing ratio reached 63%, the reaction was ceased by removing the lipase through a suction f Dtration. The 

45 f Itrate was concentrated and su bjected to a silica gel chromatography wherein rvhexane/isopropyl et her = 5/1 
by volume was used, for separation and purification. The first fraction obtained was an ester, and the second 
fraction was 160 mg of the titled optically active 1,1,1,2,2,3,3-heptafluoro-4-decanol alcohol. 

HPLC analysis in the form of 3,5-dinitrophenyl isocyanate derivative showed that it was the (R) isomer 
with an optical purity of 46.5% e.e. 

50 

Example 16 

Procedures in Example 15 were repeated except that 860 nr^ of vinyl acetate in place of the vinyl propk>n- 
ate, and 550 mg of the same Lipase LP were used. After 53 hour reaction at an exchanging ratio of 63%, the 
55 resulting optically active alcohol had an optical purity of 34.1% e.e. 
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Example 17 

Procedures in Examine 15 were repeated except that 1 g of Lipase SMA-II originated from Pseudomonas 
sp., made tyy Ftuka, was used. In place of the Lipase LP. After 95 hour reactk>n at an exchanging ratio of 6.9%, 
the resulting optically active alcohol had an optical purity of Z3% e.e. 

Part 4: Examples for optical resolution reaction of 1,1.1,2,2,3,3-heptafluoro-4-dodecanol: 



10 



C3 F, 
HO - CH - 



C3 H| 7 



IS Example 18 

Procedures in Example 15 were repeated except that 950 tng of 1,1,1,2,2,3,S*heptafluoro-4-dodecanol 
was used in place of the 1 , 1 , 1 ,2,2,3,3-heptaf luoro-4-decanol. After 75 hour reaction at an exchanging ratio of 
64.5%, the resulting optically active alcohol had an optical purity of 46.8% ee. 

20 

Part 5: Examples for optical resolution reaction of ethyl 4,4.4-trTfluoro-S-hydroxyt)utyrate: 



25 



CF, O 
HO - CH - CH2 - CO - C^Hr. 



Example 19 

30 

To 20 ml of 1,2-dichloroethane were added 530 mg of ethyl 4,4,4-trrfluoro-3-hydroxyt>utyrate, 1 g of vinyl 
propionate and 290 mg of Lipase LP originated from Chronw)t>acterium vi^^osum, made by Asahi Kasei. The 
mixture was well stirred to keep a dispersion at 50''C for 11 hours to proceed with a reaction. The reaction was 
ceased at an exchanging ratio of 52.9% by removing the lipase through a suction filtration. The filtrate was 
35 concentrated and subjected to a silica gel chromatography wherein n-hexane/isopropyl ether = 5/1 by vdunrte 
was used, for separation and purification to obtain 130 mg of optically active ethyl 4,4,4-trifluoro-3-hydroxy- 
butyrate. 

HPLC analysis in the form of 3,5-dlnltrophenyl isocyanate derivative showed that its optical purity was 
1.8% e.e. 

40 

Example 20 

Procedures in Example 19 were repeated except that Lipase SA^A-II or^tnated from Pseudonronas sp., 
made by Fluka, was used in place of the Lipase LP. After 169 hour reaction at an exchanging ratio of 61.9%, 
45 the resulting optically active ethyl 4,4,4-trifluoro-2-hydroxyt>utyrate had an optical purity of 74% e.e. 

Example 21 

Procedures In Exammple 19 were repeated except that 750 n>g of Lipase OF-360 made by MEITO SAh4- 
so GYO was used, in place of the Lipase LP. After 1 70 hour reaction at an exchanging ratio of 5.3%, the resulting 
optically active ethyl 4,4,4-trifluon>-3-hydroxybutyrate had an optical purfty of 0.5% e.e. 

Example 22 

55 To 30 ml of THF-water (1 : 1) was dissoked 1.63 g of 1,1,1-trifluoro-2-decyt propionate, which had been 
obtained as the first fraction in sOica gel column chromatography In Example 11 , and the solution was mixed 
with 0.27 g of sodium hydroxkie. The mixture was strred for 18 hours at 30*^0. After addition of 100 ml of water, 
the reaction mixture was extracted with 50 ml of diethyl ether, and the ether layer was dried over anhydrous 
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sodiumsuffate. After removal of the solvent 1.02gofopticaity active 1,1,1 -tnfluoro-2-decanol was obtained. 

HPLC analysis in the form of 3,5-din^phenyl isocyanate derivative showed it was (S) Isomer with an opt- 
ical purity of 31% e.e. 

O CF3 NaOH CF, 
11 1 I 
(S) - CaHr. - CO - CH - CsH. 7 ^ (S) - HO - CH - C»H, 7 

* THF,H,0 * 



10 



Claims 



IS 1. A process for preparing an optically active, halogen-containing alcohol represented hy the formula pil]: 



20 



OH 

I 

R, - CH - R2 



[III] 



wherein Ri is a halogen-containing alkyi group having 1 to 4 carbon atones; R2 is a group selected from 
alkyi and aralkyl groups having 4 to 16 carbon atoms, substituted and unsubstituted aryl groups and -CH^r 
25 COO-Rs wherein R5 is an alkyi or aralkyl group having 2 to 16 carbon atoms; and * means an asynrvnetric 

carbon atom, which comprises subjecting a racemte, halogen-containing alcohol represented by the for- 
mula [Q: 



30 



R. 



OH 

CH - 



R2 



[I] 



35 wherein Ri and R2 have the same meanings as above, and a vinyl ester represented by the fornrmla {\\]: 



R3 - CO - a, [II] 

40 



wherein R3 is an alkyl, substituted alkyi or alkenyt group having 1 to 11 cartx>n atoms; and R4 is a substi- 
tuted or unsut)stituted vinyl group having 2 to 4 cartx>n atoms, to an asymmetric ester^icatkm reaction in 
organic soh^nts through action of an enzyme originated from mkroorganisms selected from the group 
45 consisting of genera of 

ChrcMnotxacterium 
Alcaligenes 
CandMa 
Geotrichum 
50 Humicola 
Mucor 
PenicOlium 
Rhizopus 
Pseudonrtonas sp. 
55 or an enzyme originated from wheat matt. 

2. A process for preparing an optically active, halogen-containing alcohol represented by the fornruila [111]: 
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OH 

R, - CH - R, [Ill] 

wherein Rt is a halogen-containing allcyl group having 1 to 4 carbon atoms; R2 is a group selected from 
alkyi and aralkyi groups having 4 to 16 cartx>n atoms, substituted and unsubstituted aryl groups and -CI-I2- 
COO-R5 wherein R5 is an aikyi or aralkyl group having 2 to 1 6 carbon atoms; and * mear^ an asymmetric 
carbon atom, which comprises subjecting a racemic. halogen-containing alcohol represented by the for- 
mula [Q: 

OH 

R, - CH - Ra [I] 

* 

wherein Ri and R2 have the same meanings as above, and a vinyl ester represented by the formula pi]: 

O 

R3 - CO - R, [IIJ 

wherein R3 an alkyI, substituted alkyl or alkenyl group having 1 to 11 carbon atoms: and R4 is a substi- 
tuted or unsubstituted vinyl group having 2 to 4 cart>on atoms, to an asymmetric e^r-exchanging reaction 
in organ k: solvents through actfon of an enzyme originated from microorganisms selected from the group 
consisting of genera of 

Chromobacterium 

Alcal genes 

Candkia 

Geotrichum 

Humteola 

Mucor 

Penidllium 

Rhizopus 

Pseudorrronas sp. 

or an enzyme originated from wheat nnalt, to obtain an optically active, halogen-containing ester repre- 
sented by the formula UV]: 

O R, 

R3 - CO - CH - R2 [IV) 

* 

wherein Ri, R2 and R3 have the same meanings as above and * means an asynvnetric cartx)n atom, and 
separating and then hydrolyzing sakj ester. 

A process for preparing optically active, halogen-containing alcohols according to Claim 1 or 2 wherein 
the organic solvents are aliphatic hydrocarbon solvents, alicydic hydrocart>on solvents, aromatk: hydro- 
cartx>n solvents, ether solvents, or chforinated solvents. 
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(57) Abstract 

The invention relates to a biotechnological method 
for producing trifluoro-3(R)-hydroxybutyric acid deriva- 
tives of the general formula (I), where R* represents -OR^, 
where R^ is hydrogen. Ci-io alkyl, Ci_io alkenyl, C3-8 cy- 
cloalkyl. aiyl, alkoxyalkyl or alkoxyalkoxyalkyl; -NR^R^ 
where R^ and R'* are the same or different and represent 
hydrogen. Ci_io alkyl, Ci_io alkenyl, Cy^ cycloalkyi or 
aiyl; or -SR^. where R^ represents hydrogen, Ci_io alkyl. 
Ci-io alkenyl, aryl or Ca-g cycloalkyi, based on a triflu- 
oroacetoacetic acid derivative of the general formula (II). 
where R* has the meaning given above, by means of mi- 
cro-organisms which arc able to reduce a carbonyl func- 
tion or by means of a cell-free enzyme extract of said 
micro-organisms. 

(57) Zusammen&ssung 

Beschrieben wird ein biotechnologis- 
ches Verfahren zur Herstellung von Tri- 
fluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen 
Fomiel (I), worin R'-OR^, worin R^ Wasserstoff, 
Ci-io-Alkyl. Ci-io-Alkenyl. C3^ Cycloalkyi. Aryl, 

Alkoxyallqrl oder Alkoxyalkoxyalkyl ist. ^^5r4^ ^^rin R^ und R^ gleich oder verschieden sind und fttr Wasserstoff. C|_ia-Alkyl. 
Ci-io~AJkenyl, C3-«-CycloaIkyl oder Aryl stehcn. oder -SR^, worin R^ Wasserstoff. Ci-io-Alkyl. Ci-io-Alkenyl, Aiyl oder 
C3_8-Cycloalkyl ist. bedeutct, ausgdiend von einem Trifluoracetessigsaurederivat der allgemeinen Formel (II), worin R^ die genannte 
Bedeutung hat, mittels Mikroorganismen. die befShigt sind, eine Caibonylfiinktion zu reduziercn oder mittels einem zellfreien Enzymextrakt 
dieser Mikroorganismen. 
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Verfahren zur Hcrstellung von Trinuor-3(R)-hydroxybuttersaiiredcrivaten 

Die Erfmdung betrifft ein neues biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von Trifluor- 
3(R)-hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen Formel 



Trifluor-3 (R)-hydroxybuttersaurederivate wie 4,4,4-Trifluor-3 (R)-hydroxybuttersaure- 
ethylester sind wichtige Zwischenprodukte zur Herstellung von Pharmazeutika wie 
10 beispielsweise zur Herstellung von Befloxatone, einem iMonoaminoxidase-A-Inhibitor 
(EP-A-0 736 606). 

Zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureester sind bereits mehrere 

biotechnologisches Verfahren bekannt. 
15 Guerrero, A. & Raja, E. (Bioorganic Chemistry Letters 1(12), 675 - 678) beschreiben ein 

mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaure- 

ethylester ausgehend von dem entsprechenden Racemat mittels Saccharomyces cerevisae. 

Dabei wird das gewunschte Produkt in schlechter Enantiomeren-Reinheit erhalten. 

Die EP-A-0 736 606 beschreibt ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von 
20 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethylester, ausgehend von 4,4,4-Trifluor-3- 

hydroxybuttersaureethylester mittels der Lipase Novozym 435. Nachteilig bei diesem 

Verfahren ist die massige Ausbeute an dem gewunschten Produkt. 

Die EP-A-0 577 446 umfasst ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von optisch 
25 aktivem 4,4,4-Trifluor-3-hydroxybuttersaureethylester, ausgehend von dem entsprechenden 
racemischen Ester mittels Lipasen. Nach diesem Verfahren wird das Produkt in geringer 
Ausbeute und in schlechter optischer Reinheit erhalten. 

Die WO 89/02 470 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
30 hydroxybuttersaureethylester, ausgehend von racemischem 4,4,4-Trifluor-3-acyloxy- 



5 




HOH O 



I 
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Verfahren zur Herstellung von Trinuor-3(R)-hydroxybuttersaurederivaten 

Die Erfindung betrifft ein neues biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von Trifluor- 
3(R)-hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen Formel 



Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivate wie 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaure- 
ethylester sind wichtige Zwischenprodukte zur Herstellung von Pharmazeutika wie 
10 beispielsweise zur Herstellung von Befloxatone, einem Monoaminoxidase-A-Inhibitor 
(EP-A-0 736 606). 

Zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureester sind bereits mehrere 

biotechnologisches Verfahren bekannt. 
15 Guerrero, A. & Raja, E. (Bioorganic Chemistry Letters 1(12), 675 - 678) beschreiben ein 

mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaure- 

ethylester ausgehend von dem entsprechenden Racemat mittels Saccharomyces cerevisae. 

Dabei vvird das gevviinschte Produkt in schlechter Enantiomeren-Reinheit erhalten. 

Die EP-A-0 736 606 beschreibt ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von 
20 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethylester, ausgehend von 4,4,4-Trifluor-3- 

hydroxybuttersaureethylester mittels der Lipase Novozym 435. Nachteilig bei diesem 

Verfahren ist die massige Ausbeute an dem gewlinschten Produkt. 

Die EP-A-0 577 446 umfasst ein biotechnologisches Verfehren zur Herstellung von optisch 
25 aktivem 4,4,4-Trifluor-3-hydroxybuttersaureethylester, ausgehend von dem entsprechenden 
racemischen Ester mittels Lipasen. Nach diesem Verfahren wird das Produkt in geringer 
Ausbeute und in schlechter optischer Reinheit erhalten. 
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I 



Die WO 89/02 470 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
30 hydroxybuttersaureethylester, ausgehend von racemischem 4,4,4-Trifluor-3-acyloxy- 
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buttersaureethylester mitteis hydrolytischen Enzymen. Dabei wird jedoch das entsprechende 
Produkt nicht in enantiomerenreiner Form erhalten. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein biotechnologisches Verfehren zur Herstellung 
5 von 4.4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivaten zur Verfiigung zu stellen, mit welchem 
das gewiinschte Produkt in guter optischer Reinheit und mit guter Ausbeute isoliert warden 
kann. 

Diese Aufgabe wird mit dem Verfahren nach Anspruch 1 gelost. 

10 

Erfindungsgemass wird das Verfahren derart durchgefuhrt, dass man ein Trifluoracetessig- 
saurederivat der allgemeinen Formel 

0 O 

15 

worin 

R* -0R^ worin R' Wasserstoff, CMo-Alkyl, CMo-Alkeny!, C-gCycloalkyl, Aryl, 
Alkoxyalkyl oder Alkoxyalkoxyalkyl ist, 

-NR''R^ worin R' und R"* gleich oder verschieden sind und fiir WasserstofiF, Cuo-AJkyl, 
20 C|.io-Alkpnyl, C^-s-Cycloalkyl oder Aryi stehen, oder 

-SR^ worin R^ Wasserstoff, Ci.io-Alkyl, CMo-Alkenyl, Aryl oder C3.8-Cycloalkyl ist. 
bedeutet, 

mitteis Mikroorganismen, die befahigt sind eine Carbonylfunktion zu reduzieren oder mitteis 
25 einem zellfreien Enzymextrakt dieser Mikroorganismen, in die Verbindung der allgemeinen 
Formel 

HOH O 
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worin R* die genannte Bedeutung hat, uberfuhrt. 

Als C|.io-Alkyl kann im folgenden eine verzweigte oder unverzweigte primare, sekundare oder 
5 tertiare aliphatische Gruppe wie Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl, Butyl, Isobutyl, sec-Butyl, 
tert-Butyl, Pentyl, Isopentyl. sec-Pentyl, Hexyl, Heptyl, Octyi, Nonyl oder Decyl verwendet 
werden. Vorzugsweise bedeutet CMo-Alkyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl oder Hexyl. 

Als Ci-io-Alkenyl konnen beispielsweise Ethenyl, PropenyL Allyl und Butenyl verwendet 
10 warden. Vorzugsweise wird Allyl verwendet. 

Aryl bedeutet bevorzugt substituiertes oder unsubstituiertes Benzyl, Phenyl oder Naphtyl. Als 
substituiertes Benzyl kann beispielsweise halogeniertes Benzyl wie Chlor- oder Brombenzyl 
verwendet werden. Vorzugsweise wird unsubstituiertes Benzyl eingesetzt. 

15 

Cx-g-Cycloalkyl bedeutet bevorzugt Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cyclopentyl, Cyclohexyl, 
Cycloheptyl oder Cyclooctyl, vorzugsweise Cyclohexyl 

Alkoxyalkyl bedeutet bevorzugt Ci^-Alkoxyethyl wie Methoxyethyl und Ethoxyethyl, 
20 besonders bevorzugt Ethoxyethyl. 

Alkoxyalkoxyaikyl bedeutet bevorzugt 2-(2-Ci^,-Alkoxy-ethoxy)-ethyl wie 2-(2-Methoxy- 
ethoxy)-ethyl und 2-(2-Ethoxy-ethoxy)ethyl. wobei letzteres besonders bevorzugt eingesetzt 
wird. 

25 

Bevorzugte Edukte sind demnach Trifluoracetessigsaureethyl-, Trifluoracetessigsaurepropyl-, 
Trifluoracetessigsaureisopropyl- und Trifluoracetessigsaurehexylester, Trifluoracetessigsaure- 
cyclohexylester, Trifluoracetessigsaurebenzylester, Trifiuoracetessigsaureethoxyethylester, und 
Trifluoracetessigsaureethoxyethoxyethylester. 

30 

ZweckmaBige Mikroorganismen, die befahigt sind, eine Carbonylfunktion zu reduzieren, sind 
beispielsweise Mikroorganismen, die ein exprimierbares Gen flir ein Enzym enthalten, das 
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befahigt ist eine Carbonylfunktion zu reduzieren, beispielsweise ein Enzym mit Reduktase- 
Aktivitat, insbesondere ein Gen fur eine AJdehydreduktase, eine Alkoholdehydrogenase oder 
eine Ketonreduktase. Die Enzyme, die befahigt sind, eine Carbonyifiinktion zu reduzieren, 
konnen NADPH (P-Nikotinsaureamid-adenindinucleotidphosphat)-abhangig oder von anderen 
5 Cofaktoren abhangig sein. Vorzugsweise kommen Mikroorganismen mit NADPH-abhangigen 
Reduktionssystemen zum Einsatz. 

Zeilfreie Enzymextrakte dieser Mikroorganismen konnen durch fachmannisch ubliche 
Methoden, beispielsweise durch French-Press-. Ultraschall- oder Lysozym-Methode, erhalten 
10 werden. 

Zvveckmassig wird die Biotransformation mittels Mikroorganismen durchgefiihrt, die eine 
Aldehydreduktase, insbesondere eine NADPH-abhangige Aldehydreduktase, enthalten. 

15 Mikroorganismen, die eine NADPH-abhangige Aldehydreduktase enthalten, wie 
Mikroorganismen der Spezies Sporobolomyces salmonicolor, sind bereits von Shimizu et al., 
1990, Applied and Environmental Microbiology, 56(8), 2374 - 2377 und Kataoka, M. et ai., 
Biochimica et Biophysica Acta, 1122, 57-62 (1992), beschrieben. Diese Mikroorganismen 
konnen zum einen selbst fur das. erfindungsgemasse Verfahren eingesetzt werden, zum anderen 

20 als Ausgangsmaterial fiir die Konstruktion von Plasmiden und weiteren geeigneten 
Mikroorganismen dienen. 

Zweckmassig werden fiir die Biotransformation rekombinante Mikroorganismen eingesetzt, die 
mit einem Gen codierend fiir ein Enzym, das befahigt ist eine Carbonylfunktion zu reduzieren, 
25 transformiert sind. Mikroorganismen, die mit einem solchen Gen transformiert sein konnen, 
sind beispielsweise Mikroorganismen der Gattung Escherichia, insbesondere der Spezies 
Escherichia coli, beispielsweise Escherichia coli JM109, Escherichia coli DH5 und Escherichia 
coli HBIOI. 

30 Bevorzugt befmdet sich das Gen mit der Reduktase-Aktivitat, beispielsweise eine Aldehyd- 
Reduktase, auf einem zur Transformation geeigneten Vektor. beispielsweis einem Plasmid, 
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zweckmaBiu zusammen mit einem zur Expression des Gens geeigneten Promotor wie dem tac- 
Promotor (Piac)- 



Sofem die verwendeten Mikroorgansimen NADPH-abhangige Enzyme enthalten, wird die 
5 Biotransformation zweckmaBig in Gegenwart von NADPH durchgefiihrt. Das NADPH wird 
entweder direkt in den erforderlichen Mengen zugesetzt oder in situ hergestelit. Vorteilhaft 
wird das NADPH in situ hergestelit. Zu diesem Zweck wird die Biotransformation 
zweckmaBig in Gegenwart eines NADPH-Generators oder Regenerators durchgefiihrt, d-h. 
eines Enzyms, das die Bildung von NADPH aus dessen oxidierter Form, NADP*, katalysiert. 
10 ZweckmaBig wird als NADPH-Generator oder -Regenerator eine Glucosedehydrogenase 
eingesetzt, beispielsweise Glucosedehydrogenase aus Bacillus megaterium. 

Zur Generation von NADPH bei der Biotransformation wird diese zweckmaBig in Gegenwart 
eines Mikroorganismus durchgefiihrt, der den NADPH-Generator exprimiert. Insbesondere 
15 werden hierzu rekombinante Mikroorganismen verwendet, die mit dem fiir den NADPH- 
Generator codierenden Gen transformiert sind. Das Gen fiir den NADPH-Generator befindet 
sich hierbei bevorzugt auf einem zur Transformation geeigneten Vektor, beispielsweis einan 
Plasmid, zweckmaBig zusammen mit einem zur Expression des Gens geeigneten Promotor wie 
dem tac-Promotor (Puc) 

20 

Fur die Herstellung der Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivate der allgemeinen Formel I mit 
einem ein zur* Reduktion einer Carbonyifiinktion befahigtes, NADPH-abhangiges Enzym, 
beispielsweise eine NADPH-abhangige Aldehyd-Reduktase, enthaltenden Mikroorganismus in 
Gegenwart eines NADPH-Generators konnen verschiedene Mikroorganismen eingesetzt 
25 werden, von denen einer zur Reduktion der Carbonyifiinktion und einer zur Bildung von 
NADPH befahigt ist. Vorteilhaft; enthalten die erfindungsgemaB verwendeten, zur Reduktion 
einer Carbonyifiinktion befahigten Mikroorgansimen aber bereits selbst ein fiir einen NADPH- 
Generator oder -Regenerator codierendes Gen, beispielsweise ein Gen codierend fiir eine 
Glucosedehydrogenase. 

30 

Vorteilhaft werden fiir die Biotransformation rekombinante Mikroorgansimen eingesetzt, die 
mit einem fiir ein NADPH-abhangiges Enzym, beispielsweise einem fiir eine NADPH- 
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abhangige Aldehydreduktase codierenden Gen, und einem fiir einen NADPH-Generator oder 
-Regenerator, beispielsweise einem fur eine Glucosedehydrogenase codierenden Gen, 
transformiert sind. In einer moglichen Ausfuhrungsform befinden sich diese Gene zur 
Expression auf einem einzigen Plasmid. In einer weiteren Ausfuhrungsform liegen diese Gene 
5 auf verschiedenen, miteinander kompatiblen Plasmiden vor. 

Die Biotransformation kann also vorteilhaft mittels Mikroorganismen durchgefiihrt vverden, die 
enthalten: 

• mindestens einen Vektor, beispielsweise ein Plasmid, der ein Gen fur ein zur Reduktion 
iO einer Carbonylfunktion befahigtes Enzym, beispielsweise ein Aldehydreduktase-Gen, 

enthalt; 

• mindestens zwei Vektoren, beispielsweise Plasmide, von denen der eine ein Gen fiir ein zur 
Reduktion einer Carbonylfunktion befahigtes Enzym, beispielsweise ein Aldehydreduktase- 
Gen, und der andere ein Gen fur einen NADPH-Generator oder -Regenerator, 

1 5 beispielsweise ein Glucosedehydrogenase-Gen; enthalt, oder 

• mindestens einen Vektor, beispielsweise ein Plasmid, der sowohl ein Gen fur ein zur 
Reduktion einer Carbonylfunktion befahigtes Enzym, beispielsweise ein Aldehydreduktase- 
Gen, als auch ein Gen fiir einen NADPH-Generator oder -Regenerator, beispielsweise ein 
Glucosedehydrogenase-Gen; ent halt . 

20 

Vorzugsweise wird die Biotransformation mittels Mikroorganismen der Spezies E. coli JM109 
oder E. coli DH5, transformiert mit mindestens zwei Plasmiden enthaltend jeweils ein 
Aldehydreduktase- oder ein Glucosedehydrogenase-Gen, oder mittels Mikroorganismen der 
Spezies E. coli HBlOl oder E. coli DH5, transformiert mit mindestens einem Plasmid, welches 
25 beide Gene, das Aldehydreduktase- und das Glucosedehydrogenase-Gen enthalt, durchgefuhrt. 
Insbesondere wird die Biotransformation mit E. coli JM109 und E. coli DH5, enthaltend ein 
Aldehydreduktase- und ein Glucosedehydrogenase-Gen, durchgefiihrt- Selbstverstandlich kann 
die Biotransformation auch mit verschiedenen Mikroorganismen, die jeweils nur eines der 
genannten Gene enthalten. durchgefiihrt werden. 

30 

Fig. 1 zeigt die Struktur eines fiir die vorliegende Erfindung geeigneten Plasmids, pKAR, das 
das Gen iur die NADPH-abhangige Aldehyd-Reduktase aus Sporobolomyces salmonicolor 
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zusammen mit dem Promotor und einer Ampicillin {Ap)-Resistenz als Selektionsmarker 
enthalt. 

Fig. 2 zeigt die Stniktur eines weiteren fur die vorliegende Erfindung geeigneten Plasmids, 
5 pKKGDR das das Gen fur die Glucosedehydrogenase aus Bacillus megaterium zusammen mit 
dem Promotor Ptac und einer Kanamycin (Km)-Resistenz als Selektionsmarker enthalt. 

Der Mikroorganismus E. coli JM109, enthaltend das Plasmid pKAR mit einem Gen codierend 
fxir die NADPH-abhangige Aldehydreduktase aus Sporobolomyces salmonicolor und das 

10 Plasmid pKKGDH mit einem Gen codierend fiir die Glucosedehydrogenase aus Bacillus 
megaterium, wurde am 16,12.1997 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH (DSMZ), D-38124 Braunschweig, Mascheroderweg lb, unter der 
Bezeichnung DSM 1 1902 gemass Budapester Vertrag hinterlegt. Der Mikroorganismen E. coli 
DH5, enthaltend die Plasmide pKAR und pKKGDH, wurde am 7.12,1998 bei der zuvor 

15 beschriebenen Hinterlegungsstelle unter der Bezeichnung DSM 12566 gemass Budapester 
Vertrag hinterlegt. 

Die Expression der Gene kann abhangig vom Expressionssystem erfolgen. Bei den 
erfindungsgemaB bevorzugt vervvendeten Expressionssystemen kann die Expression der Gene 
20 beispielsweise durch IPTG (Isopropylthiogalactosid) induziert werden, wenn als 
Mikroorganismus E. coli JM109 oder E. coli HBlOl verwendet werden. Bei der Verwendung 
von E. coli Dri5 ist die Induktion mit IPTG, wie fachmannisch bekannt, nicht notwendig. 

Die Biotransformation kann nach ublichem Anziichten der Zellen in einem einphasigen oder 
25 zweiphasieen System, vorzugsweise in einem 2weiphasigen System, durchgefiihrt werden. 

Als einphasiges System konnen fachmannisch ubliche PufFer-Medien wie beispielsweise 
niedermolare PhosphatpufFer oder Tris-Puffer angeweridet werden. 

30 Als zweiphasiges System konnen die genannten fachmannisch ubiichen PufFer-Medien 
zusammen mit einem fiir das Edukt loslichen organischen Losungsmittel verwendet werden. 
Als organische Losungsmittel sind beispielsweise Ester, Alkohole, halogenierte Kohlenwas- 
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serstofFe. Ether, aliphatische Cs-iz-KohlenwasserstofFe oder aromatische KohlenwasserstofFe 
geeignet. Als Ester konnen Essigsaureester wie Essigsauremethyl-, Essigsaureethyl-, 
Essigsaurepropyl- und Essigsaurebutylester verwendet werden. Als Alkohole konnen C4.10- 
Alkohole wie Hexanol, Heptanol und Octanol verwendet werden. Als aromatische 
5 KohlenwasserstofFe konnen beispielsweise Benzol, Toluol und Xylol verwendet werden. Als 
halogenierte KohlenwasserstofFe konnen beispielsweise ChloroForm und Dichlormethan 
verwendet werden. Als Ether konnen beispielsweise Diethylether, Tetrahydrofiiran, Methyl- 
tert-butylether und Dibutylether verwendet werden. Als aliphatische C>.i2-KohlenwasserstofFe 
sind beispielsweise Pentan, Hexan, Heptan, Octan, Nonan und Decan geeignet. 

10 

Geeignet ist ebenFalls ein zweiphasiges System in welchem die zweite Phase aus dem Edukt 
und / Oder aus dem Produkt besteht. Um die Loslichkeit des Eduktes zu erhohen, konnen 
Cosolvenzien eingesetzt werden. Als Cosolvenzien konnen entweder niedermolekulare 
aliphatische Alkohole wie beispielsweise Methanol, Ethanol, Propanol, Isopropanol, tert- 
15 Butanol oder inerte Losungsmittel wie beispielsweise Dimethylsulfoxid, Aceton, Acetonitril 
verwendet werden. 

Oblicherweise wird die Biotransformation in Gegenwart einer C-Quelle durchgefiihrt. Als C- 
Quelle sind beispielsweise Kohlenhydrate wie Glucose, Fructose oder Saccharose und 
20 Zuckeralkohole wie Glycerin geeignet. 

Der pH-Wert 'der Medien kann in einem Bereich von 5 bis 10, vorzugsweise von 6 bis 8, 
liegen. 

25 Zweckmassig wird die BiotransFormation bei einer Temperatur von 5 bis 60 ^'C, vorzugsweise 
von 10 bis 40 °C, durchgefiihrt. 



30 



Nach einer Umsetzungszeit von wenigen Minuten bis 50 h, kann dann das gewtinschte Produkt 
in hoher Ausbeute und Enantiomerenreinheit (ee) isoliert werden. 
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Beispiel 1 

5 Anzucht dcr Mikroorganismen 

Zellen von E. coli JM109/pKAR,pICKGDH (DSMZ 1 1902) wurden in einem 20 1 Fennenter in 
12 I Mineralsalzmedium (Tabelle 1) bei 22 °C angezuchtet. Nach 6 h wurde IPTG 
hinzugegeben, urn die Zellen zu induzieren. Dann wurde Glycerin hinzugegeben und die Zellen 
bis zu einer optischen Dichte ODrtsonm = 41,8 innerhalb 52 h angezuchtet. Dann wurden die 

1 0 Zellen bei -80 ""C aufbevvahrt. 
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Tabelle 1 

Hefeextrakt 0.5 g/l 

Glycerin 30 g/l 

MgClz X 6 H2O 0.8 g/l 

CaCl2 0,1 6 g/l 

(NH4)2S04 2.0 g/l 

SLF-Losung 1,0 mi/I 

Fe-EDTA-L6sung 1,5 ml/I 

PPG-2000 0.1 g/l 

NaaHPOaxZHjO 1.0 g/l 

KH2PO4 1.0 g/l 

K2HPO4 1.0 g/l 

Thiamin 10 mg/1 

SLF-Losung: 

KOH 15,1 g/l 

EDTANa2x2H20 100 g/l 

ZnS04x7H20 9,0 g/l 

MnCU X 4H2O 4,0 g/l 

H3BO? 2.7 g/l 

C0CI5X6H2O 1,8 g/l 

CUCI2X2H2O 1.5 g/l 

NiClixeHzO 0.1 8 g/l 

Na2Mo04 X 2H2O 0,27 g/l 

Fe-EDTA-Losung: 

KOH lOg/L 

EDTANa2 x 2H2O 50 g/L 

FeS04 X 7H2O 20 g/l 



wo 99/42590 
Beispiel 2 



12 



PCT/EP99/010I7 



Herstcllung von 4,4,4-Trinuor-3(R)-hydroxybuUersaureethylester 

5 a) Zu 800 ml Mineralsalzmedium (Tabelle !) enthaltend Exoli JM109/ pKAR,pKKGDH bei 
einer ODr,$<>„m von 7,2 vvurden 140 g Glucose und 0,56 g NADP^ hinzugegeben. 400 mi 
Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethylester wurde hinzugefugt und die 
resultierende Mischung in einen 2 1 Fermenter gegeben, bei 400 Upm genihrt und mit Luft 
(400 ml/min ) begast. Der pH wurde durch Zugabe von 1 M NaiCOj auf 6,0 gehalten. 

10 Nach 24 h enthielt die organische Phase 48 g 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
hydroxybuttersaureethylester mit einem ee-Wert von >99%, entsprechend einer moiaren 
Ausbeute von 67,8 %. 

b) Zu 800 ml KaliumphosphatpufFer (100 mNI. pH 6,0) enthaltend die Mikroorganismen 
15 gemass Beispiel 1 bei einer OD65o„n. von 30,7 wurden 140 g Glucose und 0,56 g NADP' 

hinzugefugt. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-TrifIuoracetoacetatethylester 
wurden hinzugegeben und die resultierende Mischung in einen Fermenter entsprechend 
Beispiel 2a eingespeist. Der pH wurde durch Zugabe von 1 M Na2C03 auf pH 6,0 gehalten. 
Nach 25 h wurden nochmals 10 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethylester hinzugefugt. Nach 45 
20 h enthielt die organische Phase 49 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethylester mit 

einem ee-VVert von > 99 %, entsprechend einer moiaren Ausbeute von 60,6 %. 

c) Zu 800 ml KaliumphosphatpufFer (0,1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli JM109/ 
pKAR,pKKGDH bei einer ODgso von 7,6 wurden 140 g Glucose und 50 mg NADP' 

25 zugegeben. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethylester wurden 

hinzugefiigt und die resultierende Mischung in einen 2-I-Fermenter gegeben, mit 400 Upm 
geriihrt und mit Luft (400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na2C0:> 
auf 6.0 gehalten. Weitere 50 mg NADP' wurden 5 h nach Start des Fermenters 
zugegeben. Nach 24 h enthielt die organische Phase 50 g 4,4,4-Trifluor-3(R)- 

30 hydroxybuttersaureethylester mit einem ee-Wert von >99,8%, entsprechend einer moiaren 

Ausbeute von 
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d) Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6.0) enthaltend E. coli DH5/pKAR, 
pKKGDH bei einer ODr.so von 6,5 wurden 140 g Glucose und 50mg NADP' zugegeben. 
400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethylester wurden 
5 liinzugefligt und die resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm 

geriihrt und mit Luft (400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na2C05 
auf 6,0 gehalten. Weitere 50 mg N ADP' wurden jeweiis nach 5 h und 26 h zugegeben. 
Nach 46 h enthielt die organische Phase 35 g 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
hydroxybuttersaureethylester mit einem ee-Wert von 99,7%, entsprechend einer molaren 
1 0 Ausbeute von 5 1 ?^. 

Beispiel 3 

1 5 Herstelumg von 4,4,4-Trinuor-3(R)-hydroxybuttersaureisopropylester 

a) Zu 800 ml Mineralsalzmedium entsprechend Beispiel 1 enthaltend E. coli JM109/pKAR, 
pKKGDH bei einer ODfisomr. von 9,7 wurden 140 g Glucose und 0,56 g NADP' 
hinzugefugt. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoressigsaureisopropylester 

20 wurden hinzugegeben und die resultierende Mischung in einem Fermenter entsprechend 

Beispiel 2 eingespeist. Der pH wurde durch Zugabe von 1 M NaaCO? auf pH 6,0 gehalten. 
Nach 21' h enthielt die organische Phase 42,2 g (R)-4»'^,4-Trifluor-3- 
hydroxybuttersaureisopropylester mit einem ee-Wert von >99 %, entsprechend einer 
molaren Ausbeute von 59,7%. 

25 

b) Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6,0) enthaltend E. coh 
DH5/pK/VR,pKKGDH bei einer ODgso von 8,5 wurden 140 g Glucose und 50mg NADP' 
zugegeben. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatisopropylester 
wurden hinzugefiigt und die resultierende Mischung in einen 2-I-Fermenter gegeben, mit 

30 400 Upm geriihrt und mit LuFi (400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM 

Na2C03 auf 6,0 gehalten. Weitere 50 mg NADP^ wurden 5 h nach Start des Fermenters 
zugegeben. Nach 24 h enthielt die organische Phase 32 g 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
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hydroxybuttersaureisopropylester mit einem 
molaren Ausbeute von 46%. 
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ee-Wert von >99,9%, entsprechend einer 



5 Beispiel 4 

Herstellung von 4,4,4,-Triniior-3(R)-Iiydroxybuttersaurehexylester 

Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0, 1 M, pH 6.0) enthaltend E. coli DH5/ pKAR,pKKGDH 
10 bei einer ODroo von 9,5 wurden 140 g Glucose und 50 mg NADP' gegeben. 400 ml 

Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-TrifluoracetoacetathexyIester wurden hinzugefugt und die 
resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm geriihrt und mit Luft 
(400 ml/min) begast. Der pH v/urde durch Zugabe von IM Na2C05 auf 6.0 gehalten. Weitere 
50 mg NADP' wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die 
15 organische Phase 2 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurehexylester mit einem ee-Wert von 
>99,9%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 3%. 



Beispiel 5 

20 

Herstellung von 4,4,4,-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurecyclohexyJester 

Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (OJ M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
einer 0Dr.5i) von 8,9 wurden 140 g Glucose und 50 mg NADP' zugegeben. 400 ml Butylacetat 

25 enthaltend 70 g 4.4,4-Trifluoracetoacetatcyclohexylester wurden hinzugefugt und die 
resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm geriihrt und mit Luft 
(400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM NazCOs auf 6,0 gehalten. Weitere 
50 mg NADP wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die 
organische Phase 16 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurecyclohexylester mit einem ee- 

30 Wert von >99.9%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 23%. 
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Herstellung voii 4,4,4,-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurebenzylester 

5 Zu 800 ml Kaliumphosphatpufter (0, 1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
einer OD^so von 9,0 wurden 140 g Glucose und 50 mg NADP' zugegeben. 400 ml Butylacetat 
enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatbenzylester wurden hinzugefiigt und die resuitierende 
Mischung in einen 2-l-Fermenter gegeben, mit 400 Upm genihrt und mit Luft (400 ml/min) 
begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM NazCO^ auf 6,0 gehalten. Weitere 50 mg NADP' 
10 wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die organische Phase 6 g 
4,4,4-Trifluor-3{R)-hydroxybuttersaurebenzylester mit einem ee-Wert von >99,9%, 
entsprechend einer molaren Ausbeute von 9%. 

15 Beispiel 7 

Herstellung von 4,4,4,-Trinuor-3(R)-hydroxybuttersaure-2-ethoxyethyIester 

Zu 600 ml KaliumphosphatpufFer (0, 1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
20 einer ODroo von 10,2 wurden 105 g Glucose und 37,5mg NADP"^ zugegeben. 300 ml 
Butylacetat enthaltend 35 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethoxyethylester wurden hinzugefiigt und 
die resuitierende Mischung in einen 2-l-Fermenter gegeben, mit 400 Upm genihrt und mit Luft 
(300 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na2C05 auf 6,0 gehalten. Weitere 
37,5 mg NADP^ wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die 
25 organische Phase 4 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethoxyethylester mit einem ee- 
Wert von 98,6%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 12%. 
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Herstelliing von 4,4,4rTriniior-3(R)-liydroxybuttersaure-2-(2-etlioxyethoxY)cthyIester 

5 Zu 600 ml Kaliumphosphatpuffer (0, 1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
einer ODf,5o von 10,7 vvurden 105 g Glucose und 37,5 mg NADP" zugegeben. 300 ml 
Butylacetat enthaltend 35 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethoxyethoxyethylester wurden 
hinzugefijgt und die resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upra 
gertihrt und mit Luft (300 ml/min) begasi. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na2C03 auf 
10 6,0 gehalten. Weitere 37,5 mg NADP' vvurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 
24 h enthielt die organische Phase 5 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethoxy- 
ethoxyethylester mit einem ee-Wert von >99,9%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 
16%. 

15 

Beispiel 9 

Herstellung von 4,4,4,-Trinuor-3(R)-hydroxybuttersauremethylester 

20 Zu 600 ml Kaliumphosphatpuffer (0, 1 M, pH 6,0) enthahend E, coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
einer OD^ro von 11,4 wurden 105 g Glucose und 37,5mg NADF*^ zugegeben. 300 ml 
Butylacetat enthaltend 33 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatmethylester vvurden hinzugefugt und die 
resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm geruhrt und mit Luft 
(300 ml/min) begast. Der pH vvurde durch Zugabe von IM Na2C0? auf 6,0 gehalten, Weitere 

25 37,5 mg NADP* vvurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die 
organische Phase 3,6 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersauremethylester mit einem ee-Wert 
von 96,1%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 7%. 



wo 99/42590 



17 

Patentanspriiche 



PCT/EP99/01017 



Verfahren zur Herstellunu von Tnfluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen 
Fonnel 



R' -0R^ worin R^ WasserstofF, C|.io-AIkyl, Ci-io-Alkenyl, Cj-gCycloalkyl, Aryl, 
AJkoxyalkyI oder Alkoxyalkoxyaikyl ist, 

-NR'R"*, worin R' und R"* gleich oder verschieden sind und fiir WasserstofF, Cmo- 
Alkyl, Ci.io-Alkenyl, Ci-s-CycIoalkyl oder Aryl stehen, oder 

-SR^ worin R' WasserstofF, Ci-m-Alkyl, CMo-Alkenyl. Aryl oder C3-8-CycloalkyI ist, 
bedeutet, 

umfassend die Umsetzung eines Trifluoracetessigsaurederivats der allgemeinen Formel 



worin R* die genannte Bedeutung hat, mittels Mikroorganismen, die befahigt sind eine 
Carbonyifiinktion zu reduzieren oder mittels einem zellfreien Enzymextrakt dieser 
Mikroorganismen. 

Verfahren nach Anspruch I , dadurch gekennzeichnet, dass die Biotransformation mittels 
Mikroorganismen der Gattung Escherichia durchgefuhrt wird, die mit einem Gen 
iransformiert sind. das fiir ein Enzym codiert, welches befahigt ist, eine Carbonylfunktion 
zu reduzieren. 




wonn 
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3. Verfahren nach Anspmch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Biotransformation mittels 
Mikroorganismen der Spezies Escherichia coli IiVIl09. Escherichia coli HB 101 oder 
Escherichia coli DH5 durchgefiihrt wird, die mit einem Gen transformiert sind, das fur ein 
Enzym codiert, welches befahigt ist, eine Carbonylfiinktion zu reduzieren. 

5 

4. Verfahren nach einem der Anspaiche I bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Biotransformation mittels Mikroorganismen der Spezies Escherichia coli JM109, 
Escherichia coli HBIOI oder Escherichia coli DH5 durchgefiihrt vvird, die mit Genen 
transformiert sind, die sowohl fiir ein Enzym, welches befahigt ist, eine Carbonylfiinktion 

10 zu reduzieren, als auch fur eine Glucosedehydrogenase codieren. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Biotransformation mittels 
Mikroorganismen der Spezies Escherichia coli JM109 oder der Spezies Escherichia coh 
DH5 durchgefiihrt wird, die mil den Plasmiden pKAR und pKKGDH transformiert sind, 

1 5 wie hinteriegt unter der Hinterlegungsnummer DSM 1 1902 bzw. DSM 12566. 

6. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Biotransformation bei einer Temperatur von 5 bis 60^C durchgefiihrt wird. 



20 



7. 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Biotransformation bei einem pH von 5 bis 10 durchgefiihrt wird. 
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Patent claims Z^, [M}^^ 

1. Process for preparing trif luoro-3 (R) - 
hydroxybutyric acid derivatives of the general formula 

HOH O 

xLa , > 

FjC R 

in which 

r1 is -OR^, in which R^ is hydrogen, Ci_io-alkyl, 
Ci-io-alkenyl, Cg-s-cycloalkyl, aryl, alkoxyalkyl or 
alkoxyalkoxyalkyl, 

-NR^rS in which R^ and R* are identical or 
different and represent hydrogen, Ci-io-alkyl, 
Ci-io-alkenyl, Ca-e-cycloalkyl or aryl, or 
-SR*, in which R^ is hydrogen, Ci-io-alkyl, 
Ci-io-alkenyl, aryl or Ca-e-cycloalkyl , 

which process comprises reacting a trif luoroacetoacetic 
acid derivative of the general formula 

O O 

in which R^ has the said meaning, using microorganisms 
which are capable of reducing a carbonyl function or 
using a cell-free enzyme . extract of these 
microorganisms . 

2. Process according to Claim 1, characterized in 
that the biotransformation is carried out using 
microorganisms of the genus Escherichia which are 
transformed with a gene which encodes an enzyme which 
is capable of reducing a carbonyl function. 

3. Process according to Claim 2, characterized in 
that the biotransformation is carried out using 
microorganisms of the species Escherichia coli JM109, 
Escherichia coli HB 101 or Escherichia coli DH5 which 
are transformed with a gene which encodes an enzyme 
which is capable of reducing a carbonyl function. 

4^ Process according to one of Claims 1 to 3, 

characterized in that the biotransformation is carried 
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out using microorganisms of the species Escherichia 
coli JM109, Escherichia coli HBlOl or Escherichia coli 
DH5 which are transformed with genes which encode both 
an enzyme which is capable of reducing a carbonyl 
5 function and a glucose dehydrogenase. 

5. Process according to Claim 4, characterized in 
that the biotransformation is carried out using 
microorganisms of the species Escherichia coli JM109 or 
the species Escherichia coli DH5 which are transformed 

10 with the plasmids pKAR and pKKGDH, as deposited under 
the deposition numbers DSM 11902 and DSM 12566, 
respectively. 

6. Process according to one of Claims 1 to 5, 
characterized in that the biotransformation is carried 

15 out a temperature of from 5 to 60°C. 

7. Process according to one of Claims 1 to 6, 
characterized in that the biotransformation is carried 
out at a pH of from 5 to 10. 
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Process for preparing trif luoro-3 (R) -hydroxybutyric 

acid derivatives 

The invention relates to a novel bio- 
technological process for preparing trif luoro-3 (R) - 
5 hydroxybutyric acid derivatives of the general formula 

HOH O 

Trifluoro-3(R) -hydroxybutyric acid derivatives such as 
ethyl 4,4,4-trifluoro--3{R)-hydroxybutyrate are 

important intermediates for preparing pharmaceuticals, 
10 for example for preparing Befloxatone, a monoamine 
oxidase A inhibitor (EP-A-0 736 606) . 

Several biotechnological processes for 
preparing 4 , 4 , 4-trif luoro-3 (R) -hydroxybutyric esters 
have already been disclosed. 
15 Guerrero, A. & Raja, E. (Bioorganic Chemistry Letters 
1(12), 675-678) describe a microbiological process for 
preparing ethyl 4,4, 4-trif luoro-3 (R) -hydroxybutyrate 
using Saccharomyces cerevisae and proceeding from the 
corresponding racemate. In this method, the 
20 enantiomeric purity of the resulting desired product is 
poor . ^/ix-i-^-*^ 

EP-A-0 736 606 describes a biote^s^hnological process for 
preparing ethyl 4,4, 4-trify6ro-3 (R) -hydroxybutyrate 
which uses the lipase Novoz/$^ 435 and which proceeds 
25 from ethyl 4 , 4 , 4-trif luoro-3-hydroxybutyrate . The 
disadvantage of this process is the indifferent yield 
of the desired product. 

EP-A-0 577 44 6 includes a biotechnological 
process for preparing optically active ethyl 4,4,4- 
30 trifluoro-3-hydroxybutyrate which uses lipases and 
proceeds from the corresponding racemic ester. When 
this process is used, the product is obtained in low 
yield and its optical purity is poor. 

WO 89/02 470 describes a process for preparing 
35 ethyl 4 , 4 , 4-trif luoro-3 (R) -hydroxybutyrate which uses 
hydrolytic enzymes and which proceeds from racemic 
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athvl 4 4,4-trifluoro-3-acyloxybutytate. However, this 
process does not yield the corresponding T>roduct xn 
enantiomerically pure form. 

The object of the present invention was to make 
available a biotechnological process for preparing 
r -trifluoro-3,R,-hydroxybutyric acid derivatives 
„;i;h enables the desired product to be isolated in 
cood yield and at a good level of optical purity. 

This Object is achieved using the process 

according to Claim 1. ^« i c. 

According to the invention, the process xs 
carried out by a trif luoroacetoacetic acid derivative 
of the general formula 



n 



15 



20 



25 



in which ai Vvl 

pi is -0R^ in which. is hydrogen, Cx-io-alkyl, 

C.-.o-alkenyl, Cs-s-cycloalkyl, aryl, alkoxyalkyl or 

alkoxyalkoxyalkyl, ^-^^i or 

-NR3r\ in which R^ and R^ are xdent.cal or 
different and represent hydrogen, C,-xo-alkyl, 
C...c-alkenyl, Cs-s-cydoalkyl or aryl, or 
_SR\ in which R' is hydrogen, Cx-io alkyl, 
Ci lo-alkenyl, aryl or Ca-s-cycloalkyl, 
being converted by means of microorganisms whxch are 
able to reduce a carbonyl function, or by means of a 
cell-free enzyme extract of these microorganisms, xnto 
the compound of the general formula 

HOH 

I 



30 



in 

unbranched, 



branched or 



in which r' has the said meaning. 

that which follows, a 

primary, secondary or tertiary aliphatic 
group, such as methyl, ethyl, propyl, isopropyl, butyl, 
isobutyl, sec-butyl, tert-butyl, pentyl, isopentyl 
-pentyl, hexyl, heptyl, octyl, nonyl or decyl can be 
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used as Ci-io-alkyl. Ci-io-alkyl preferably denotes ethyl, 
propyl, isopropyl or hexyl . 

Ethenyl, propenyl, allyl and butenyl can, for 
example, be used as Ci.xo-alkenyl . Allyl is preferably 
used . 

Aryl preferably denotes substituted or 
unsubstituted benzyl, phenyl or naphthyl. Halogenated 
benzyl, such as chloro- or bromobenzyl, can, for 
example, be used as substituted benzyl. Unsubstituted 
benzyl is preferably employed. 

C3-8-cycloalkyl preferably denotes cyclopropyl, 
cyclobutyl, cyclopentyl, cyclohexyl, cycloheptyl or 
cyclooctyl, preferably cyclohexyl. 

Alkoxyalkyl preferably denotes Ci-g-alkoxyethyl 
such as methoxyethyl and ethoxyethyl, particularly 

preferably ethoxyethyl. 

Alkoxyalkoxyalkyl preferably denotes 

2_(2-Ci-6-alkoxy-ethoxy) ethyl, such as 2- (2-methoxy- 
ethoxy) ethyl and 2- (2-ethoxyethoxy) ethyl, with the 
latter being particularly preferably employed. 

consequently, preferred starting compounds are 
ethyl trifluoroacetoacetate, propyl trif luoroaceto- 
acetate, isopropyl trifluoroacetoacetate and hexyl 
trifluoroacetoacetate, cyclohexyl trifluoroaceto- 

acetate, benzyl trifluoroacetoacetate, ethoxyethyl 
trifluoroacetoacetate and ethoxyethoxyethyl trifluoro- 

acetoacetate . 

Examples of expedient microorganisms which are 
able to reduce a carbonyl function are microorganisms 
which contain an expressable gene for an enzyme which 
is able to reduce a carbonyl function, for example an 
enzyme possessing reductase activity, in particular a 
gene for an aldehyde reductase, an alcohol 
dehydrogenase or a ketone reductase. The enzymes which 
are able to reduce a carbonyl function can be NADPH 
(P-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) - 
dependent or be dependent on other cof actors. 
Preference is given to using microorganisms which 
contain NADPH-dependent reduction systems. 
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cell-free enzyme extracts of these 
microorganisms can be obtained by means of methods 
.hich are customary to the skilled person, ^^^^^^ 
by means of the French press method, the 
ultrasonication method or the lysozyme method. 

The biotransformation is expediently carried 
out using microrganisms which contain an aldehyde 
reductase, in particular an NADPH-dependent aldehyde 

reductase . , ^ 4- 

Microorganisms which contain an NADPH-dependent 

aldehyde reductase, such as microorganisms of the 
species Sporobolomyces salmonicolor, have already been 
described by Shimizu et al., 1990, Applied and 
EnTronmental Microbiology, 56(B), 2374-2377 and 
15 Kataoka, M. et al., Biochimica et Biophys.ca Acta 
1112 57-62 (1992). These microorganisms can, on tne 
one hand, be used themselves for the process according 
to the invention and, on. the other hand, serve as the 
starting material for constructing^ plasmids and other 
suitable microorganisms. 

Recombinant microorganisms which are 

transformed with a gene encoding an enzyme which xs 
able to reduce a carbonyl function are expediently 
employed for the biotransformation. Examples of 
xnicroorganisms which can be transformed with such a 
gene are microorganisms of the genus Escherichia, in 
particular the species Escherichia coli, ^^^^^ 
Escherichia coli aM109, Escherichia coli DH5 and 

Escherichia coli HBlOl. 

The gene possessing the reductase activity, for 
example an aldehyde reductase, is preferably located on 
a vector which is suitable for the transformation, for 
example a plasmid, expediently together with a promoter 
which is suitable for expressing the gene, such as the 

35 tac promoter (Ptac) - . 

Provided the microorganisms employed contain 
NADPH-dependent enzymes, the biotransformation is 

^ t-h^ nresence of NADPH. The 

expediently carried out m the presence oi 

NADPH is either added directly in the requisite 
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quantities or produced in situ. Advantageously, the 
NADPH is produced in situ. For this purpose, the 
biotransformation is expediently carried out in the 
presence of an NADPH generator or regenerator, i.e. an 
enzyme which catalyzes the formation of NADPH from its 
oxidized form, i . e . NADP^ A glucose dehydrogenase, for 
example Bacillus megaterium glucose dehydrogenase, is 
expediently employed as the NADPH generator or 
regenerator. 

In order to generate NADPH during the 
biotransformation, the latter is expediently carried 
out in the presence of a microorganism which expresses 
the NADPH generator. Recombinant microorganisms which 
are transformed with the gene encoding the NADPH 
generator are, in particular, used for this purpose. In 
this case, the gene ' for the NADPH generator is located 
on a vector which is suitable for the transformation, 
for example a plasmid, . expediently together with a 
promoter which is suitable for expressing the gene, 
such as the tac promoter (Ptac) • 

Different microorganisms, one of which is able 
to reduce the carbonyl function and one of which is 
able to form NADPH, can be employed for preparing the 
trifluoro-3(R)-hydroxybutyric acid derivatives of the 
general formula I using, in the presence of an NADPH 
generator, a microorganism which contains an NADPH- 
dependent enzyme which is capable of reducing a 
carbonyl function, for example an NADPH-dependent 
aldehyde reductase. However, the microorganisms which 
are used in accordance with the invention, and which 
are able to reduce a carbonyl function, advantageously 
already themselves contain a gene which encodes an 
NADPH generator or regenerator, for example a gene 
which encodes a glucose dehydrogenase. 

Recombinant microorganisms which are 

transformed with a gene which encodes an NADPH- 
dependent enzyme, for example a gene which encodes an 
NADPH-dependent aldehyde reductase, and also a gene 
which encodes an NADPH generator or regenerator, for 
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example a gene which encodes a glucose dehydrogenase, 
are advantageously employed for the biotransformation. 
In one possible embodiment, these genes are located for 
expression on one single plasmid. In another 
5 embodiment, these genes are present on different, 
mutually compatible plasmids. 

Consequently, the biotransformation can 
advantageously be carried out using microorganisms 
which contain: 

10 . at least one vector, for example a plasmid, which 
contains a gene for an enzyme which is capable of 
reducing a carbonyl function, for example an aldehyde 

reductase gene; 
. at least two vectors, for example plasmids, one of 
15 which contains a gene for an enzyme capable of 
reducing a carbonyl function, for example an aldehyde 
reductase gene, while the other contains a gene for 
an NADPH generator or regenerator, for example a 
glucose dehydrogenase gene; or 
20 • at least one vector, for example a plasmid, which 
contains both a gene for an enzyme which is capable 
of reducing a carbonyl function, for example an 
aldehyde reductase gene, and also a gene for an NADPH 
generator or regenerator, for example a glucose 
25 dehydrogenase gene. 

Advantageously, the biotransformation is 
carried out using microorganisms of the species E. coli 
JM109 or E. coli DH5 which are transformed with at 
least two plasmids which respectively contain an 
30 aldehyde reductase gene and a glucose dehydrogenase 
gene, or using microorganisms of the species E. coli 
HBlOl or E. coli DH5 which are transformed with at 
least one plasmid which contains both genes, i.e. the 
aldehyde reductase gene and the glucose dehydrogenase 
35 gene. In particular, the biotransformation is carried 
out using E. coli JM109 and E. coli DH5 which contain 
an aldehyde reductase gene and a glucose dehydrogenase 
gene. Naturally, the biotransformation can also be 
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carried out using different microorganisms which in 
each case contain only one of the said genes. 

Fig. 1 shows the structure of a plasmid, pKAR, 
which is suitable for the present invention and which 
contains the gene for the Sporobolomyces salmonicolor 
NADPH-dependent aldehyde reductase together with the 
Ptac promoter and an ampicillin (Ap) resistance as the 
selection marker. 

Fig. 2 shows the structure of another plasmid, 
pKKGDH, which is suitable for the present invention and 
which contains the gene for the Bacillus megaterium 
glucose dehydrogenase together with the Ptac promoter 
and a kanamycin (Km) resistance as the selection 
marker. 

The microorganism E. coli JM109, harbouring the 
plasmid pKAR, containing a gene encoding the 
Sporobolomyces salmonicolor NADPH-dependent aldehyde 
reductase, and the plasmid pKKGDH, containing a gene 
encoding the Bacillus megaterium glucose dehydrogenase, 
was deposited in the Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen and Zellkulturen [German Collection of 
Microorganisms and Cell Cultures] GmbH (DSMZ) , D-38124 
Braunschweig, Mascheroderweg lb, Germany, under 
designation DSM 11902, in accordance with the Budapest 
Treaty, on 16.12.1997. The microorganism E. coli DH5, 
harbouring the plasmids pKAR and pKKGDH, was deposited 
in the abovementioned depository institution under 
designation DSM 12566, in accordance with the Budapest 
Treaty, on 7.12.1998. 

The genes can be expressed in dependence on the 
expression system. In the case of the expression 
systems which are preferably used in accordance with 
the invention, the expression of the genes can, for 
example, be induced with IPTG ( isopropylthio- 
galactoside) if E. coli JM109 or E. coli HBlOl is used 
as the microorganism. As the skilled person knows, 
induction with IPTG is not necessary when E. coli DH5 
is used. 
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Following customary culture of the cells, the 
biotransformation can be carried out in a single-phase 
or two-phase system, preferably in a two-phase system. 

Buffer media which are customary to the skilled 
person, such as low molecular weight phosphate buffers 
or Tris buffers, can be employed as a single-phase 
system. 

The said buffer media which are customary to 
the skilled person, together with an organic solvent in 
which the starting compound is soluble, can be used as 
two-phase system. Examples of suitable organic 
solvents are esters, alcohols, halogenated 

hydrocarbons, ethers, aliphatic Cs-iz-hydrocarbons or 
aromatic hydrocarbons. Acetic esters, such as methyl 
acetate, ethyl acetate, propyl acetate and butyl 
acetate, can be used as esters. C^-io-alcohols , such as 
hexanol, heptanol and octanol, can be used as alcohols. 
Benzene, toluene and xylene can, for example, be used a 
aromatic hydrocarbons. Chloroform 'and dichloromethane 
can, for example, be used as halogenated hydrocarbons. 
Diethyl ether, tetrahydrof uran, methyl tert-butyl ether 
and dibutyl ether can, for example, be used as ethers. 
Examples of suitable aliphatic C5-i2-hydrocarbons are 
pentane, hexane, heptane, octane, nonane and decane. 

A two-phase system in which the second phase 
consists of the starting compound and/or product is 
also suitable. Cosolvents can be employed for 
increasing the solubility of the starting compound. 
Either low molecular weight aliphatic alcohols, such as 
methanol, ethanol, propanol, isopropanol or tert- 
butanol, or inert solvents, such as dimethyl 
sulphoxide, acetone and acetonitrile, can be used as 
cosolvents . 

The biotransformation is customarily carried 
out in the presence of a C source. Examples of suitable 
C sources are carbohydrates such as glucose, fructose 
or sucrose, and sugar alcohols, such as glycerol. 

The pH of the media can be in a range of from 5 
to 10, preferably of from 6 to 8. 



- 9 - 

The biotransformation 
out at a temperature of from 
from 10 to 40°C. 

After a reaction time 
50 h, the desired product can 
yield and at high enantiomeric 



is expediently carried 
5 to eO^C, preferably of 

of from a few minutes to 
then be isolated in high 
purity (ee) . 
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Example 1 

5 Culturing the microorganisms 

E. coli JM109/pKAR,pKKGDH (DSMZ 11902) cells 
were cultured at 22 "C in 12 1 of mineral salt medium 
(Table 1) in a 20 1 fermenter. After 6 h, IPTG was 
added in order to induce the cells. Glycerol was then 
10 added and the cells were cultured, within 52 h, up to 
an optical density of ODe^on. = 41.8. The cells were then 
Stored at -80°C. 



Table 1 



Yeast extract 
Glycerol 
MgClz X 6H2O 
CaCl2 
(NH4) 2 SO4 
SLF solution 
Fe-EDTA solution 
PPG-2000 
Na2HP04 X 2H2O 
KH2PO4 
K2HPO4 
Thiamine 

SLF solution: 

KOH 

2H2O 

MnC^L, 
H3BO3 

C0CI3 X 6H2O 
CUCI2 X 2H2O 
NiCl2 X 6H2O 
Na2Mo04 X 2H2O 

Fe-EDTA solution: 

KOH 

EDTANa2 x 2H2O 
FeS04 X 7H2O 



0.5 g/1 

30 g/1 

0.8 g/1 

0.16 g/1 

2.0 g/1 

1.0 ml/1 

1.5 ml/1 

0.1 g/1 

1.0 g/1 

1.0 g/1 

1.0 g/1 

10 mg/1 



15.1 g/1 

100 g/1 

- n q/l 

2.7 g/1 

1.8 g/1 
1.5 g/1 
0.18 g/1 
0.27 g/1 



10 g/1 
50 g/1 
20 g/1 
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Example 2 

Preparation of ethyl 4 , 4 , 4-trif luoro-3 (R) -hydroxy- 
butyrate 

5 a) 140 g of glucose and 0.56 g of NADP" were added 

to 800 ml of mineral salt medium (Table 1) containing 
E. coli JM109/pKAR,pKKGDH at an ODesonm of 7.2. 400 ml of 
butyl acetate containing 70 g of ethyl 4,4,4- 
trif luoroacetoacetate were added and the resulting 

10 mixture was placed in a 2 1 fermenter, stirred at 
400 rpm and gassed with air (400 ml/min) . The pH was 
kept at 6.0 by adding 1 M Na2C03. After 24 h, the 
organic phase contained 48 g of ethyl 4 , 4 , 4-trif luoro- 
3 (R) -hydroxybutyrate having an ee value of >99%, 

15 corresponding to a molar yield of 67.8%. 

b) 140 g of glucose and 0.56 g of NADP* were added 
to 800 ml of potassium phosphate buffer (100 mM, pH 
6.0) containing the -microorganisms according to 
Example 1 at an ODesomn of 30.7. 400 'ml of butyl acetate 

20 containing 70 g of ethyl 4 , 4 , 4-trif luoroacetoacetate 
were added and the resulting mixture was fed into a 
fermenter as described in Example 2a. The pH was kept 
at pH 6.0 by adding 1 M NazCOa. After 25 h, a further 
10 g of ethyl 4 , 4 , 4-trif luoroacetoacetate were added. 

25 After 45 h, the organic phase contained 49 g of ethyl 
4, 4, 4-trif luoro-3 (R) -hydroxybutyrate having an ee value 
of >99%, corresponding to a molar yield of 60.6%. 

c) 140 g of glucose and 50 mg of NAPD* were added 
to 800 ml of potassium phosphate buffer (0.1 M, pH 6.0) 

30 containing E. coli JM109/pKAR, pKKGDH at an ODgsonn, of 
7. 6. 400 ml of butyl acetate containing 70 g of ethyl 
4 , 4 , 4-trif luoroacetoacetate were added and the 
resulting mixture was placed in a 2 1 fermenter, 
stirred at 400 rpm and gassed with air (400 ml/min) . 

35 The pH was kept at 6.0 by adding 1 M NazCOa. A further 
50 mg of NADP* were added 5 h after starting the 
fermenter. After 24 h, the organic phase contained 50 g 
of ethyl 4, 4, 4-trifluoro-3(R) -hydroxybutyrate having an 
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ee value of >99.8%, corresponding to a molar yield of 
71%. 

d) 140 g of glucose and 50 mg of NAPD"^ were added 

to 800 ml of potassium phosphate buffer (0.1 M, pH 6.0) 
5 containing E. coli DH5/pKAR, pKKGDH at an ODesonm of 6.5. 
400 ml of butyl acetate containing 70 g of ethyl 4,4,4- 
trif luoroacetoacetate were added and the resulting 
mixture was placed in a 2 1 fermenter, stirred at 
400 rpm and gassed with air (400 ml/min) . The pH was 
10 kept at 6.0 by adding 1 M Na2C03- A further 50 mg of 
NADP*^ were in each case added after 5 h and after 26 h. 
After 46 h, the organic phase contained 35 g of ethyl 
4, 4, 4-trif luoro-3 (R) -hydroxybutyrate having an ee value 
of >99-7%, corresponding to a molar yield of 51%. 

;^ ; Example 3 

m 

W Preparation of isopropyl 4,4, 4-trif luoro-3 (R) -hydroxy- 

butyrate 

20 a) 140 g of glucose and 0.56 g of NADP^ were added 

:^ to 800 ml of mineral salt medium in accordance with 

Q Example 1 containing E. coli JM109/pKAR, pKKGDH at an 

=2 ODesonm of 9.7. 4 00 ml of butyl acetate containing 70 g 

of isopropyl 4 , 4 , 4-trif luoroacetoacetate were added and 

25 the resulting mixture was fed into fermenter as 
described in Example 2. The pH was kept at pH 6.0 by 
adding 1 M Na2C03. After 21 h, the organic phase 
contained 42.2 g of isopropyl 4 , 4 , 4-trif luoro-3 (R) - 
hydroxybutyrate having an ee value of >99%, 

30 corresponding to a molar yield of 59.7%. 

b) 140 g of glucose and 50 mg of NADP*^ were added 

to 800 ml of potassium phosphate buffer (0.1 M, pH 6.0) 
containing E. coli DH5/p?CAR, pKKGDH at an ODesonm of 8.5. 
400 ml of butyl acetate containing 70 g of isopropyl 

35 4 , 4 , 4-trif luoroacetoacetate were added and the 
resulting mixture was placed in a 2 1 fermenter, 
stirred at 400 rpm and gassed with air (400 ml/min) . 
The pH was kept at 6.0 by adding 1 M Na2C03. A further 
50 mg of NADP"^ were added 5 h after starting the 
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fermenter. After 24 the organic phase contained 32 g 
of isopropyl 4,4, 4-trif luoro-3 (R) -hydroxybutyrate 
having an ee value of >99-9%, corresponding to a molar 
yield of 46%. 

5 

Example 4 

Preparation of hexyl 4,4, 4-trif luoro-3 (R) -hydroxy- 
butyrate 

10 140 g of glucose and 50 mg of NADP"" were added 

to 800 ml of potassium phosphate buffer (0.1 M, pH 6.0) 
containing E. coli DH5/pKAR, pKKGDH at an ODesonm of 9.5. 
400 ml of butyl acetate containing 70 g of hexyl 4,4,4- 
trif luoroacetoacetate were added and the resulting 

15 mixture was placed in a 2 1 fermenter, stirred at 
400 rpm and gassed with air (400 ml/min) . The pH was 
kept at pH 6.0 by adding 1 M NazCOa- A further 50 mg of 
NAPD" were added 5 h after starting the fermenter. 
After 24 h, the organic phase contained 2 g of hexyl 

20 4, 4, 4-trif luoro-3 (R) -hydroxybutyrate having an ee value 
of >99.9%, corresponding to a molar yield of 3%. 

Example 5 

25 Preparation of cyclohexyl 4 , 4 , 4-tr±f luoro-3 (R) -hydroxy- 
butyrate 

14 0 g of glucose and 50 mg of NADP" were added 
to 800 ml of potassium phosphate buffer (0.1 M, pH 6.0) 
containing E. coli DH5/pKAR, pKKGDH at an ODesonm of 8.9. 

30 400 ml of butyl acetate containing 70 g of cyclohexyl 
4 , 4 , 4-trif luoroacetoacetate were added and the 
resulting mixture was placed in a 2 1 fermenter, 
stirred at 400 rpm and gassed with air (400 ml/min) . 
The pH was kept at pH 6.0 by adding 1 M NaaCOa. A 

35 further 50 mg of NAPD* were added 5 h after starting 
the fermenter. After 24 h, the organic phase contained 
16 g of cyclohexyl 4 , 4 , 4-trif luoro-3 (R) -hydroxybutyrate 
having an ee value of >99.9%, corresponding to a molar 
yield of 23%. 
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Example 6 

-P K^rn^vl 4 4,4-trifluoro-3(R) -hydroxy- 
Preparation of benzyl 

butyrate ^ 
5 140 g of glucose and 50 mg of NADP were added 

to 800 ml of potassium phosphate buffer (0.1 M, pH 6.0) 
containing E. coli DH5/pKAR, pKKGDH at an ODeson. of 9.0 
400 ml of butyl acetate containing 70 g ^--^^ 
4 4 4-trifluoroacetoacetate were added and the 
10 resulting mixture was placed in a 2 1 fermenter, 
stirred at 400 rpm and gassed with air (400 ml/min) . 
The pH was kept at pH 6.0 by adding 1 M Na.COs- A 
further 50 mg of NAPD* were added 5 h after starting 
the fermenter. After 24 h, the organic phase contained 
15 6 g of benzyl 4 , 4 , 4-trif luoro-3 (R) -hydroxybutyrate 
having an ee value of >99.9%, corresponding to a molar 
yield of 9%. 

Example 7 

Preparation of 2-ethoKyethyl 4 , 4 , 4-trif luoro-3 (R) - 

hydroxybutyrate 

105 g of glucose and 37.5 mg of NADP were 
added to 600 ml of potassium phosphate buffer (0.1 M, 
25 pH 6.0) containing E. coli DH5/pKAR, pKKGDH at an ODe.on. 
of 10 2. 300 ml of butyl acetate containing 35 g of 
ethoxyethyl 4 , 4 , 4-trif luoroacetoacetate were added and 
the resulting mixture was placed in a 2 1 fermenter, 
stirred at 400 rpm and gassed with air (300 ml/mxn) . 
The pH was kept at pH 6.0 by adding 1 M Na^COs. A 
further 37.5 mg of NAPD* were added 5 h after starting 
the fermenter. After 24 h, the organic phase contained 
4 g of ethoxyethyl 4 , 4 , 4-trif luoro-3 (R) -hydroxybutyrate 
having an ee value of 98.6%, corresponding to a molar 
35 yield of 12%. 



30 
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Example 8 



Preparation of 2- (2-ethoxyethoxy) ethyl 4 , 4 , 4-trif luoro- 
3 (R) -hydroxybutyrate 

105 g of glucose and 37.5 mg of NADP* were 
added to 600 ml of potassium phosphate buffer (0.1 M, 
pH 6.0) containing E. coli DH5/pKAR, pKKGDH at an ODesorun 
of 10.7. 300 ml of butyl acetate containing 35 g of 
ethoxyethoxyethyl 4,4, 4-trif luoroacetoacetate were 
added and the resulting mixture was placed in a 2 1 
fermenter, stirred at 400 rpm and gassed with air 
(300 ml/min). The pH was kept at pH 6.0 by adding 1 M 
Na2C03. A further 37 . 5 mg of NAPD* were added 5 h after 
starting the fermenter. After 24 h, the organic phase 
contained 5 g of ethoxyethoxyethyl 4 , 4 , 4-trif luoro- 
3 (R) -hydroxybutyrate having an ee value of >99.9%, 
corresponding to a molar yield of 16%. 



Example 9 

Preparation of methyl 4 , 4 , 4-trif luoro-3 (R) -hydroxy- 
butyrate 

105 g of glucose and 37.5 mg of NADP were 
added to 600 ml of potassium phosphate buffer (0.1 M, 
pH 6.0) containing E. coli DH5/pKAR, pKKGDH at an ODeson^u 
of 11-4. 300 ml of butyl acetate containing 33 g of 
methyl 4 , 4 , 4-trif luoroacetoacetate were added and the 
resulting mixture was placed in a 2 1 fermenter, 
stirred at 400 rpm and gassed with air (300 ml/mm) . 
The pH was kept at pH 6 . 0 by adding 1 M NazCOs- A 
further 37.5 mg of NAPD^ were added 5 h after starting 
the fermenter. After 24 h, the organic phase contained 
3.6 g of methyl 4 , 4 , 4 -trifluoro-3 (R) -hydroxybutyrate 
having an ee value of 96.1%, corresponding to a molar 
yield of 7%. 
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Patent Claims ^lUMM 



1. Process for preparing trifluoro-3(R)-hydroxybutyric acid derivatives of the generic 
formula 



Hp 
FX 



wherein 

R' -OR^, wherein R^ is hydrogen, Ci-io alkyl, Ci.io alkenyl, C3-8 cycloalkyl, aryl, 
alkoxyalkyl or alkoxyalkoxyalkyl, 

- NR^R"*, wherein R^ and R"^ are identical or different and are hydrogen, C].io alkyl, 
3 Ci-10 alkenyl, C^-s cycloalkyl or aryl, or 

^ - SR^, wherein R^ is hydrogen, Ci-10 alkyl, Ci.)o alkenyl, aryl or C3-8 cycloalkyl, 

ij comprising the conversion of a trifluoroacetoacetic acid derivative of the generic 
M formula 



?,C^ 



TI 



□ wherein R^ has the cited meaning, by means of microorganisms of the Escherichia 
species t hat are JraiisfQ rmed with a gene coded for an enzyme which is capable o f 
reducin g a carbonyl funxtimi ^, m;_by means ^f a cell-free enzym e extj^acj ^^L^^ 
microorganism. 



2. Process according to claim 1, characterized in that the biotransformation is conducted 
by means of microorganisms of the Escherichia coli JM109 species, Escherichia coli 
HBlOl or Escherichia coli DH5. 



2 



3. Process according to one of claims 1 or 2, characterized in that the biotransformation 
is conducted by means of microorganisms of the Escherichia coli JM109 species, 
Escherichia coli HBlOl or Escherichia coli DH5, which are transformed with genes that 
are coded for an enzyme, which is capable of reducing a carbonyl function, as well as 
for a glucose dehydrogenase. 

4. Process according to claim 3, characterized in that the biotransformation is conducted 
by means of microorganisms of the Escherichia coli JM109 species or the Escherichia 
coli DH5 species, which are transformed with the plasmids pKAR and pKKGDH, as 
filed under the filing numbers DSM 11902 or DSM 12566. 

5. Process according to one of claims 1 to 4, characterized in that the biotransformation 
is conducted at a temperature between 5 and 60° C. 

Q 6. Process according to one of claims 1 to 5, characterized in that the biotransformation 
fl is conducted at a pH between 5 and 10. 
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BUDAPESTCR VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MTKROORGANISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG, 
ausgestellt gemaB Regel 7.1 von der unten angcgebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Vom HINTERLEGER zugctciltes Bczugszeichen: 
DH5 /pKAR/pKKGDH 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugcteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 12566 


II. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE tAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mit dcm untcr I. bczcichneten Mikroorganismus wurde 




(X ) cine wissenschaftliche Beschreibung 

(X ) cine vorgcschl^ene taxonomische Bezcichnung 




etngereicht 

(ZutrefTendes ankreuzen). 




m. EINGANG UND ANNAHME 




Dicsc intcmationalc Hintcrlegungsstclle nimmt den untcr I bczeichnctcn Mikroorganismus an,dcrbciihram 1998-12 07 (Datum der 
Ersthinterlegung)' cingegangen isL 


rV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Der unter I bczeichnete Mikroorganismus ist bei dieser Intemationalcn Hinterlcgungsstellc am cingegangen (Datum der Erst- 
hinterlegung) und ein Antrag auf Um wand lung dieser Ersthinterlegung in cine Hintcrlegung gemafl Budapestcr Vertrag ist am 
cingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE HINTTRLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND 2ELLKULTUREN GmbH 


Untcrschrift(cn) der zur Vcrtretung der intemationalcn Hintcrlegungsstclle 
bcfugten Person(en) odcr des (der) von ihr ermachtigten Bcdiensteten: 


Anschrift: Maschcroder Weg !b 
D-38124 Braunschweig 


Datum: 1998-12-10 



BUDAPESTER VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Lonza AG 
CH-3930 Visp 



LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 

ausgcstcllt gcmaB Regcl 10.2 von der unten angcgcbencn 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. HINTERLEGER 


II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Lonza AG 
Anschrift: CH-3930 Visp 


Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugcteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 12566 

Datum der H'mterlegung odcr Weiterleitung': 
1998-12-07 





in. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 



Die Lebensfilhigkeit des unter U genannten Mikroorganismus istam 1998-12-07^ geprllft worden. 
Zu diescm Zeitpunkt war dcr Mikroorganismus 

(X)^ lebcnsfahig 

( y nicht mehr lebensfthig 

IV. BEDINGUNGEN, UNTBR DENEN DIE LEBENSFAHIGKETTSFROFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN ISr 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name- DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Unterschrift(en) der zur Vcrtrctung der intcmationalen Hinterlegungsstelle 
bcfiigtcn Pcrson(cn) odcr des (der) von ihr ermachUgten Bediensteten: 



Datum: 



1998-12-10 



Angabe des Daoims der E«a.interlegu„g. Wenn eine emeu« Hinterlegung oder einc Weiterieitung vorgenommen worden ist. Angabe des Damms 
dcr icweils letztcn emeutcn H'mterlegung oder Weiterleitung. 

tiL L Kegel 10^ Buchstabe a Ziffer ii und iii vorgesehenen Fallen Angabe der lemen Lebensah.gke.Bprt.fi.nB. 
Zutreffcndcs ankrcuzcn. „ . . : 



BUDAPESTER VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES 


FORMBLATT 


Lonza AG 

Abt . Biotechnologie/ 

Forschung 

Lonzastr . 

CH-3930 Visp 


EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG, 
ausgcstcllt gcmafl Rcgel 7.1 von der untcn angcgcbencn 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Vom HINTERLEGER zugctciltes Bezugszcichen: 
JM 109 / pKAR pKKGDH 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugctctlte EINGANGSNUMMER: 

DSM 11902 


n. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mit dcm unter I. bczeichncten Mikroorganismus wurde 




pc ) cine wisscnschaftliche Bcschreibung 

(X ) cine vorgeschlagcnc taxonomischc Bczeichnung 




eingcreicht 

(Zutreffendes ankrcuzen). 




in. EINGANG UND ANNAHME 




Dicsc intcmationalc Hintcrlegungsstcllc nimmt den untcr I bczeichncten Mikroorganismus an, der bei ihr am 1997-12 16 (Datum der 
Ersthinterlcgung)* cingegangcn ist 


IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UT4WANDLUNG 


Der untcr I bczcichncte Mikroorganismus ist bei dicser Intcmationalcn Hintcrlegungsstcllc am cingegangcn (D^^J*^/^^^" 
hi^tcrlegung) und cin Antrag auf Umwandlung dicser Ersthintcrlcgung in cine Hmtcrlcgung gcmafl Budapestcr Veitrag ist am 
cingegangcn (Datum des Eingangs dcs Antrags auf Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name- DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift Maschcroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Untcrschrift(en) der zur Vertretung der intcmationalcn HmterlcgungsstcIIc 
befugtcn Pcrson(cn) odcr dcs (der) von ihr cnnachUgtcn Bcdienstetcn: 

Datum: 1998-01-08 



BUDAPESTER VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN 
FOR DIE 2WECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Lonza AG 

Abt . Biotechnologie/ 

Forschung 

Lonzastr . 

CH-3930 Visp 



LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 

ausgcstcUt gemafi Regel 10^ von der untcn angegebcncn 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. HINTERLEGER 


II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Lonza AG 

Abt . Biotechnologie/ 
Anschrift Forschung 
Lonzastr . 

CH-3930 Visp 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugctciltc EINGANGSNUMMER: 
DSM 11902 

Datum der Hintcrlegung oder Weiterleitung': 
1997-12-16 





in. LEBENSFAHIGKEITSBESCHErNIGUNG 



Die Ubcnsmiigkeit dcs untcr II gcnanntcn Mikroorganismus ist am 1997-12-16^ geprOft worden. 
Zu dicscm Zcitpunkt war der Mikroorganismus 

OCf Icbcnsfthig 

( y nicht mehr lebcnsfthig 



rv 



. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN IST 



Unterschrift(en) der zur Vcrtrctung der intcmaUonalcn Hintcricgungsstcllc 
bcfiigtcn Pcrson(cn) oder dcs (der) von ihr crmachtigtcn Bcdicnstctcn: 



Datum: 1998-01-08 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name- DSMZ-DEUTSCHE SAlVlMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND 2ELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Maschcroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Angabc dcs Datums der Ersthintcrlegung. Wemi cine emeute Hinteriegung oder cine Weiterleitung vorgenommen worden ist. Angabc dcs Datums 
der jcweib Ictztcn emcutcn Hinteriegung oder Weitcrieitung. 

In den m Rcgcl \Q2 Buchstabe a Ziffcr ii und iii vorgcschcncn Fallen Angabc der Ictztcn Lebcnsfahigkeitsprilfung. 
Zutrcffcndcs ankrcuzcn. „ _ . . . 



VERTRAG UBER M INTERNATIONALE ZUSAI^^NARBEIT AUF DEM 
VtK KMo ^EBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



REC-D 1 6 MAY 2000 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSl^eHT- 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



PCT 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
L07839 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/01017 



siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 



WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Priifungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anmeldedatum^rag/MonaWahr; 
18/02/1999 



Priorltatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
18/02/1998 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/53 




Dieser intarnatior,a.e vor.auf ige PrOf ungsbericht wurde vor, der der ir^t.rnationa.e vor..uf iger, PrOfur,g beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemSB Artikel 36 ubermitteit. 



2. Dieser 



BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieBllch dieses Deckblatts. 



ssr^e-rAi'^t,: ^ « v — ,3*«,„,.„ .™ pot, 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Neuheit, erfinderische Tatlgkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

Manqeinae t:inneiuiuiir\«ii uei 1-1.. 3 t ..^m ri^r 



Datum der Einreichung des Antrags 
13/08/1999 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prutung beauftragtsn Behorde: 

Europaisches Patentamt 

D-80298 Miinchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

; Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Vollbach, S 

Tel. Nr. +49 89 2399 8715 




Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER prT/FP99/01017 
PRUFUN GSBERICHT Internationales Aktenze.chen PCT/EP99/01 01 7 

I. Grundlage des Berichts 

1 Dieser Bericht wurda erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf '^'^ .^^^^^^^^^ 
' mZi 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprungl^ch eingere^cht ur^d sir^d ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1 5 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 ^ eingegangen am 29/03/2000 mit Schreiben vom 28/03/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

-j/l ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen «rstellt worden da diese^"S den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Off enbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regei 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V Begrundete Feststellung nach Art.kel 35(2) hinsichtllch der Neuhelt. der J^^^^^ ""'^ 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung d.eser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit(N) Ja: Anspruche 1-6 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 4 

Nein: Anspruche 1-3,5,6 

Gewerbiiche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-6 

Nein: Anspruche 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER „,,^3,onales Aktenzeichen PCTmP99^01017^ 
PRUFUNGSBERICHT _ 



2. Unteilagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/01017 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT ^ 

1 . Im folgenden Bescheid wird auf nachstehendes Dokument Bezug genommen: 



D1: KITA: APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, Bd. 62. Nr. 7. Juli 
1996, Seiten 2303-2310, XP0021 05940 



2 Die vorliegende Anmeldung betrifft ein biotechnologisches Verfahren zur 
Herstellung von Trifluor-3(r)-hydroxybuttersaurederivaten mlttels Mikroorganismen. d.e 
befahigt sind eine Cabonylfunktion zu reduzieren. Die verwendeten Mikroorgamsmen 
gehoren der Gattung E.coli an. Durch geeignete Tranformation mit den G^";"^";^^'"^ 
NADPH-abhangigen Aldehyd-Reduktase und eine Glucosedehydrogenase (NADPH- 
Generator oder-Regenerator) wurde diesen Zellen die gewunschte Fahigkeit veri.ehen. 

3 D1 beschreibt die Herstellung eines E.coli Stammes. der mit der NADPH- 
abhangigen Aldehyd Reduktase gemaB der vorliegenden Anmeldung transform.er^ 
wurde Es Wird beschrieben. da3 dieses Enzym in der Lage ist eine groBe Vielzahl von 
Cabonylverbindungen zu reduzieren. Die Verwendung in der Biotransformation von 
ethyl (R).4-chloro-3-hydroxybutonate wird vorgeschlagen. 

4 Es wird die Auffassung vertreten. da3 fur den allgemeinen Verfahrensanspruch 1 
eine erfinderische Tatigkeit nicht anerkannt werden kann. In D1 ist die Verwendung 
eines Enzyms. welches Carbonylfunktionen reduzieren kann. in der Biotransformation 
vorgeschlagen, auch wenn D1 eine andere Zielsetzung hat. 

Zudem ist die Klasse der Enzyme, die Carbonylfunktionen reduzieren konnen 
unverhaltnismaBig groB. beachtet man. daB D1 dasselbe Enzym beschre.bt, w,e .n der 
vorliegenden Anmeldung verwendet wurde. Die prufende Behorde vertntt d.e Me.nung, 
daB die Erfindung im Hinblick auf D1 darin besteht, daB ein effizientes Ergebnis zu 
erhalten ist, wenn E. coli zusatzlich mit dem Enzym Glucosedehydrogenase 
transformiert wird. Entsprechend kann fur den Verfahrensanspruch 4 e.ne erf.ndensche 
Tatigkeit anerkannt werden. Fur die ubrigen Anspruche sind die Erfordern.sse des 
Artikel 33(3) PCT nicht erfullt. 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Herstellung von Trifluor-3 (R)-hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen 
Formel 

HOH O 

worm 

-0R^ worin WasserstofiE; Cuo-Alkyl, Cuo-Alkenyl, Cs^Cycloalkyl, Aryl, 
Alkoxyalkyl oder Alkoxyalkoxyalkyl ist, 

-l^'R"*, worin R^ und K* glach oder verschieden sind und fur Wasserstoff, Ci-io- 
Alkyl, Cuo-AIkenyl, Cs-g-Cycloalkyl oder Aryl stehen, oder 

-SR^ worin R' Wasserstofl^ Ci-io-Alkyl, Cuo-Alkenyl, Aiyl oder Cs-s-Cyclcalkyl ist. 
bedeutet, 

umfassend dieUmsetzung eines Trifluoracetessigsaurederivats der allgemeinen Formel 



O O 



worin R* die genannte Bedeutung hat, mittels Mikroorganismen der Gattung Escherichia, 
die mil einem Gen transformiert sind, das fur einEnzym codiert, welches befahigt ist, eine 
Carbonylfunktion zu reduzieren, oder mittels einem zellfreien Enzymextrakt dieser 
Mikroorganismen. 

2. Verfehren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Biotransformation mittels 
Mikroorganismen der Spezies Escherichia coU JM109, Escherichia coli Pffl 101 oder 
Escherichia coli DH5 durchgefuhrt wird.. 



GEAENDERTES BLATT 



3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Biotransformation niittels Mikroorganismen der Spezies Escherichia coii JM109, 
Escherichia, coll HBlOl oder Escherichia coli DH5 durchgefuhrt wird, die niit Genen 
transfonniert sind, die sowohl fiir ein Enzym, welches befahigt ist, eine Carbonylfiinktion 
zu reduzieren, als auch fiir eine Glucosedehydrogenase codieren. 

4. Verfahren nach Anspnich 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Biotransformation mittels 
Mikroorganismen der Spezies Escherichia coli JM109 oder der Spezies Escherichia coli 
DH5 durchgefuhrt wird, die mit den Piasmiden pKAR und pKKGDH transforraiert sind, 
wie hinteriegt unter der Hinterlegungsnummer DSM 1 1902 bzw. DSM 12566. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Biotransformation bei einer Temperatur von 5 bis 60°C durchgefuhrt wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Biotransformation bei einem pH von 5 bis 10 durchgefuhrt wird. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EP99/01017 



I. Basis of the report 



1 Thic renort has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have beenJUmished to the receiving Office in response to an invitatio. 
^rM NarVll^^t^^This report a^ "originally filed" and are not anne:ced to the report since they do no. conta.n an^nd^ents.). 



I I the international application as originally filed. 

1-15 , as originally filed, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the description, pages , 
pages 



pages 
pages 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-6 



the drawings. 



sheets/fig . 
sheets/fig , 
sheets/fig . 
sheets/fig 



1/1 



I 2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages ^ 

I 1 the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



29 March 2000 (29.03.2000) 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



, n This report has been established as if (some of) the amendments "^^f.^P^V^^^^^ 
3. LJ to go beyond the disclosure as filed, as indicated m the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



of) the amendments had not been made, since they have been considered 



4. Additional observations, if necessary: 



Form PCTAPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



li^fetional application No. 
PCT/EP 99/01017 



I V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-6 



1-3, 5, 6 



1-6 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. 



Citations and explanations 



1. The following document is referred to in the present 
report : 

Dl: KITA: APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 
Vol. 62, N° 7, July 1996, pages 2303-2310, 
XP002105940 

2. The present application concerns a biotechnological 
method for producing trif luoro-3 (r) -hydroxybutyric acid 
derivatives using micro-organisms capable of reducing a 
carbonyl function. The micro-organisms used are drawn from 
the E. Coli family. The desired capability was obtained in 
these cells by means of a suitable transformation using the 
genes for an NADPH-dependent aldehyde reductase and a 
glucose hydrogenase (NADPH generator or regenerator) . 

3. Dl describes the production of an E. Coli strain 
transformed with the NADPH-dependent aldehyde reductase as 
in the present application. Dl indicates that this enzyme is 
capable of reducing a large number of carbonyl compounds. Dl 
suggests the use of ethyl (R) -4-chloro-3-hydroxybutonates 
for the biotransformation. 



Form PCT/IPEA/409 (BoxV) (January 1994) 




Ini^fational application No. 
PCT/EP 99/01017 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



4, 



The examining authority takes the view that Claim 1, 



which is a general method claim, can not be considered as 
involving an inventive step. The use of an enzyme capable of 
reducing carbonyl functions is suggested in Dl for the 
biotransformation, even though Dl has a different technical 
object - 

Furthermore, the class of enzymes which are capable of 
reducing carbonyl functions is excessively large, 
considering that Dl describes the same enzyme as the one 
used in the present application. The examining authority 
considers that the inventive step in relation to Dl lies in 
the fact that an efficient result can be obtained where E. 
coli is transformed with the enzyme glucose dehydrogenase. 
Thus, method Claim 4 can be considered to involve an 
inventive step. The remaining claims do not satisfy the 
requirements of PCT Article 33(3). 
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TR ANST.ATTON 



INTERNATIONAL INTERIM 
EXAMINATION REPORT - SUPPLEMENT 



International Application No.: PCT/EP99/01017 



1. The following communication refers to the document below: 

Dl: KITA: APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, volume 62, no. 7, 
.luly 1996, pages 2303-2310, XP002105940 

2. This application involves a biotechnological process for preparing trifluoro-3(r)- 
hydroxybutyric acid derivatives by microorganisms that are capable of reducing a 
carbonyl function. The microorganisms used belong to the E. coli species. The desired 
capability was conferred on these cells by suitable transformation with the genes for a 
NADPH-dependent aldehyde reductase and a glucose dehydrogenase (NADPH 
generator or regenerator). 

3. Dl describes the preparation of an E. coli strain that was transformed with the 
NADPH-dependent aldehyde reductase according to the subject application. According 
to the description, this enzyme is capable of reducing a large number of carbonyl 
compounds. The use of ethyl (R)-4-chloro-3-hydroxy butonate (sic) in the 
biotransformation is proposed. 

4. It is held that inventive activity cannot be recognized for the generic process claim 1. 
Dl proposes the use, in the biotransformation, of an enzyme, which can reduce carbonyl 
functions even though Dl has another objective. 

In addition, the class of the enzymes that can reduce carbonyl functions is 
disproportionately large. It is observed that Dl describes the same enzyme as was used 
in the subject application. The examining body is of the opinion that the invention, in 
view of Dl, is that an effective result can be obtained if E. coli is transformed in 
addition with the enzyme glucose dehydrogenase. Correspondingly, inventive activity 
can be recognized for process claim 4. The remaining claims do not fulfill the 
requirements of Article 33(3) PC. 
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ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, daB die vorliegende 

iniemationak Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



eldeami auszufullen 



Internationales Akienzeichen 



Internationales Anmeldedatum 



Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 



Akienzeichen des Anmelders oder Anwalis (falls gewunscht) 
f max. 72 ZWcAen^O? 8 39 L. P. 1778 



FeidNr I BEZEiCHis^^^^ Tr if luor-3 ( R ) -hydr oxybut t er s aur e- 

Verfahren zur tterscexx^^iie 

derivat en 



Feld Nr. U ANMELDER 

Name und Ansclmf, (^-^'—M^ 
Sm^ £ts Sines oder Wohnsitzes angegeben isi) 

(GescM^ftsleitun^ 4002 Basel) 
CH-39A5 Gampel/Wallis 
Schweiz 



□ Diese Person ist 
gleichzeitig Erfinder 



Telcfonnr.: 



Telefaxnr.: 



Femschreibnr.: 



Staatsangehorigkeit (Staat): 
CH 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
CH 



Dicse Person ist Anmeldcr j j alle Bcstim- 



□ nur die Vcrcinigtcn 
Staaten von Amcrika 



□ die im Zusaizfeld 
angcgcbcnen Staaten 



Diese Person ist: 
I I nur Anmelder 

Anmelder und Erfmder 

□ nur Erfinder (Wird dieses mtchen 
angekreuzt. so sirvd die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 



Sia Oder Wohnsiu (Staat): 
CH 



Diese Person ist Anmelder |— n alleBcsiim 
fur folgende Siaaten: I 1 



nil.- Bestim- I 1 alle Besummungsstaaien mil Ausnahme 

ttltH^x^n U der Vercinigten Staaten von Amenka 



j""! nur die Vcreinigten 



Staaten von Amcrika 



□ die im Zusatzfcld 
angcgcbcnen Staaten 



nir folgence sta aten: , 1 iuu..5^»^*>" ^— . 

pq Weitere Anmelder und/od er (weitere) Erfinder sind auf einem Fonsetzungsblan angegeben. 



...d Nr. IV ANWALT OD ER GEMEINSAMZR VERTREIXR; ODER ZUSTELLANSCHKIFT 



vor den zustiindigen mcemation alen Behoroen in iqi^^chu^ ^ 

anzugeben!) 

RITTHALER, Wolfgang 
WINTER, BRANDL & PARTNER 
Alois-Steinecker-Strasse 22 

D-8535A Freising 
Deutschland 



Anwalt 



j — j gemeinsamer 



Vertreter 



Telcfonnr.: 

08161/930-0 



Telefaxnr.: 

08161/930-100 



Fernschrcibnr.: 



Blatt Nr. . 2 



5r^S oder Wohnsitzes angegeben isu) 

BIRCH, Olwen 

Weingartenweg 16 . . . ^ n 

CH-3930 Visp (Kanton Wallxs; 
Schweiz 



Diese Person isl: 
I I nur Anmelder 

\T\ Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (V/ird dieses Kostchen 
angekreuzji, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Siaatsangehorigkeit (Staat): 
GB 



Siiz Oder Wohnsitz (Staai): 
CH 




SHIMIZU, Sakayu 
Sakyo-Ku 
Kyoto 606-01 
Japan 



1x1 Anmelder und Erfinder 

□ 



nur Erfinder fWirrf dieses Kdstchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Siaatsangehorigkeit (Staat): 
JP 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
JP ^ 



Diese Person ist Anmelder i I alleBesiim- 

fiirfolgendeSlaaten: I 1 mungssmaten 

sZtdes Sinel Oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

KIENER, Andreas 
Meisenweg 5 n n.-o^ 

CH-3930 Visp (Kanton Wallxs; 

Schweiz 



□ die im Zusatzfcld 
angcgebencn Siaaicn 



Staatsangehorigkeit (Staat): 
CH 



Diese Person ist: 
I I nur Anmelder 

\X \ Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig,) 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
CH 



Diese Person ist Anmelder | | alleBcstim- 
fur folgende Siaaten: I 1 



munissmien LJ VerciniEter Sta3.cn vonAmenka l_J Siaa 



□ die im Zusaufeld 
angcgebencn Staaten 



Name und AnschrifcWn^r^^^^/^^^ 
Siaat des Sines oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

HISCHIER, Marie-Luise 
Sandstrasse 1 -, t - a 

CH-3930 Visp (Kanton Wallxs; 
Schweiz 



Diese Person ist: 
I I nur Anmelder 

[xl Anmelder und Erfmder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kdsichen 
angekreuv, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Siaatsangehorigkeit (Staat): 
CH 



Siu Oder Wohnsitz (Staat): 
CH 




Blatt Nr. 



Fortsetzung von Feld Nr. Ill 



WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 



Smatdes Slrjs oder Wohnsitzes angegeben isu) 

THONI, Susanne 
Bahnhof strasse 3 
CH-390A Naters 
Schweiz 



Diese Person isi: 
I I nur Anmelder 

nn Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzs. so sind die nachstehenden 
Angaben nicht ndiig.) 




Diese Person ist: 
I ) nur Anmelder 

I I Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Ki^tcfun 
angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angaben nicht ru>tig.) 



Staatsangehorigkeii (Staat): 



Sitz Oder Wohnsiu (Staat): 



Diese Person isi Anmelder 
fiirfolgcndeStaaten: 



.ne Bestim- 1 1 alle Besiimmungssiaaicn mil Ausnahmc f— I 

munl"m«n U der Vercinigien Staaten von Amenka l_J 



j j allcBcstim 



nur die Vcreinigtcn 
Staatcn von Amerika 



□ die im Zusaufcld 
angcgcbencn Staatcn 



SwMt des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 



Diese Person ist: 
I I nur Anmelder 

I I Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



Sitz oder Wohnsiu (Staat): 



alleBcsumrnungss.aatcnmitAusn^^^^ Q. von k^^^^^^^ 

I ^« v*.r#.in oten Staaicn von AmenKa i 1 



DiesePersonistAnmeWer |— 1 alleBestim- ^ S"r Ve »S 
rUrfoljenUeSiaaien. I I mungssiaaten I 1 der vereinig 



□ 



die im Zusatzfcld 
iingcgcbcnen Siaaten 



I 1 ■ Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformuiar 
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Blaii Nr. 



ATEN 



muS angekreuv werden): 

w KV Kenia LS Lesotho. MW Malawi. SD Sudan. SZ Swasiland, 

AKiru-rmc... - .- '''f • deNemaoss^^^^ des Harare-ProtokoUs und des PCT .st 

UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder weuere S^^'. ^er ^^^^^^ ^2 Kasachs.an. MD Repub.ik 



Regionales Patent 
H AP ARIPO-Patent 

0 



IS 



OA OAPI-Pat;nt:BFBurkinaFaso,BJBenin CFZen.ralafrik=mis^^^^^^ 



NalionaJes Patent (falls eine 
[3 AL Albanien . 



gl AM Armenien 

13 AT Osierreich 

ig AU Australien 

O AZ Aserbaidschan 

g| BA Bosnien-Herzegowina 

0 BB Barbados 

gl BG Bulgarien 

gl BR Brasilien 

la BY Belarus 

gl CA Kanada 

BI CHundLI Schweiz und Liechtenstein 

la CN China 

gl CU Kuba 

la CZ Tschechische Republik 

0 DE DeutscWand 

12 DK Danemark 

la EE Estland 

H ES Spanien 

13 FI Finnland 

H GB Vereinigtes Konigreich 

la GE Georgien 

H GH Ghana 

H GM Gambia • 

□ GW Guinea-Bissau 

g| HR Kroatien 

(a HU Ungam 

g) ID Indonesien 

H IL Israel 

H IS Island 

H JP Japan 

H KE Kenia 

iS KG Kirgisistan 

la KP Demokratische Volksrepublik Korea 



SI 
El 

la 

EB 
IS 

BL 
El 

la 

IS 
El 

SI 

la 

IS 

El 

IS 



LS 
LT 
LU 
LV 



Lesotho . . . 
Litauen 
Luxemburg 
Letlland 



MD Republik Moldau 

MG Madagaskar • - * 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeiand 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Foderation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika . . . 



IS 



KR 
KZ 
LC 
LK 
LR 



Republik Korea 
Kasachstan . - . 
Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 



la UZ Usbekistan 

[3 VN Vietnam 

13 yU Jugoslawien 

H ZW Simbabwe 

dieses Formblatts beigeu-eien smd: 

H GD • Grenada 

la IN.I.ndie.ii 



• Regel 4.9 Absatz b auch.alle anderen nach dem^PCT «.lass^^^^ '^•"^iXmen ab dempS^darum 



erfolg, durchdie Einreichung emer M.uedung. .n der d'j^il,^f^'J,ZZrLlbd^ Frist von 15 Monalcn emgehen.)_ 
de r Bestiiligungsgebuhr 
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Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformidtir 



Blatt Nr. . 5 , 



Wir^ Meses ZusarJ^u benun,. so solUe dieses Biou dem An.ra, niO^fagr ^erden. 



Zusatzfeld wira aieses z^ju»n/c^^™" — ' 



(ii) 



, .J 1. t:tnnien" ant/ekreuztist: In diesem Fall schreiben Sie 

Wenn in Feld Nr. U oder III die Angcbe "die im ^uscrJeU ang^^^^^^^ y^„„^^, ur^gebenden Nan,en 

Torrler^ung von Feld Nr W, " ^.^^"^''""^^^^^^^ din S,aa: oder die Staaten (und/oder ggf- ARIPO: 

'jZ^^lX^^I^^S^^^^ -^rt die beiuHne. Person 



(iii) 



eurasisches.europaische5oaeruHri'rui^n^,.j^ 

Vereinizten Suwten von Amerikn aU Erfinder b'''%'lf^^^ j.'"J',^'/urundg 

Patent) fur die die bezeichnete Person Erfinder ist. , «m 

vorgeschriebenen Angaben. ^ 



(vi) 



(vii) 



Fortsetzung zu Feld Nr. IV: 



Weitere Vertreter: 



Winter., konrsd T. 
Brand!, Ferdinand A. 
Fuzmiss, Peter 
Ross, Walter J. 



Polte, Willi 
HQbner, Helmut E. 
Weinhold, Peter 
Kaiser, Jlirgen 
Stoppkotte , Cornelia 
Witz, Michael 
Alois-S teinecker-S tr - 2 2 

D-85354 Freising 



1998 

(18.02.1998) 



Feld Nr. VI PRIORITA 



m 



biait Nr. 



PRUCH 



P] Wei^e^e^J^iitsa^sp^^ichc sinJ im Zusaizfeid ont;cg;:btfn. 



Anmeldedatum 
der fruhcren Anmetdung 
( Tag/Mtmat/Jith r) 



Aktenzeichen 
dcr triihuren Anmeldung 



Zeilc (2) 



Zt:ile{3) 



0388/98 



1st die frtihere Anmeldung eine: 



nationale Anmelduns: 
StaDt 



reoiaiale Anmcidungi-lintemaiionale Anmcldun^: 
resionales Amt | Anmeldeamt 



Schweiz 



Das Anmeldeamt wird crsucht tine ^$^--^X\cUc^^^^^^ 
dem Ami einsereicht wordsn nHsmd). das fur dit ZwecKe ateser i ^ . . 7n.n,-Md mindestens ein Staat angegebtn v^crden. dtr 

^ fans « sUH 6ei derfr^.r.n .n.W..«. u« ^.f/^^^ ^^^^^^^ ^ 4^^^.^.. .urd. 



r^,A v> VTt INTFR NATIONALE RECHERCH ENBEHORDE 

: : = — . : V /Tc A\ " Antral auf Nulz 



Wahl der intemationalen Rccherchenbehorde (ISA) 
f/alij zwei Oder mehr ats Z)^ei iMcmationale Rechercnen- 
behdrden fur die Ausftihrung der inurnationaUn Recherche 
zustdndig sind, geben Sie die von ihnen gewdhite Behorde an: 
der Zweibuchstaben-Code konn benutzi werden): 

ISA/ ■ 

FeldNr.Vin KONTROLLISTE: EINREICHU NGSSPRACHE 



Xntrae auf Nutzung der Erg^bnlss e einer frtihcren Recherche; »«;g"^'^"'."^;"[,f^^^^ 
frSh7r^e Recherche Jfl/tx einefruhere Recherche hei der imemano^aien Rccherchenbehorde 
beantragt oder von ihr durchgefuhrr warden ist): 

Datum (Tagmonat/Jchr) Aktenzcichen Staat (oder regionaUz Amn 



Diese internationals Anmeldung enihalt 
die folgende Anzahl von Blattem: 

Anirag : ^ 

Beschreibung (ohne 
ScquenzprotokoUteil) 

Anspriiche 

Zizsamnienfassiing 

Zeichnungen 

ScquenzprotokoUteil 
der Beschreibung 



15 
2 
1 
1 



Blamahl insgesamt : 2^ 



Abbildung der Zeichnungea, die 
rnit der Zusammenfassung ^ 
vertffentlicht werden soU <Nr.): i 



Dieser intemaiionalen Anmeldung Uegen die nachsiehend angekrcuztcn Unteriagen be.: 

1. (3 Blatt fur die Cebiihrenbercchnung 

2. □ Gesonderte unterzeichnete Vollmacht 

3. □ Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (falls vorhanden): 

4. □ Begriindung fur das Fehlea einer Unter^chrift 

5. a Prioritatsbeleg(e), in Feld Nr. VI durch . 

folgende Zeilennunamer gekennzeichneti. ^ J 
6 □ Obersctzung der intemationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. a Gesonderte Angaben zu himedegtcn Mik«)orgamsmen cxJer andcrem biologischen Material 

8. □ ProtokoU der Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzen in computcriesbarer Form 

9. □ Sonstigc {ein zein anffUhren): . — 

Sprache. in der die 



Spracne, m acr uic 

intemationalc Anmeldung -nant SCh 

ei ngereichc wird: ^ 

verOtTenmcn( wernen sou u^r.j. j- — - — — — — 

Few Nr. K HNTiri«CH RIFT PES ANMELDE RS ODER PES ANWALTS 



Feld Nr. lA ui>ii:,*ocnmr l i^cj r^x^.^^* ^*^^ T-n Z ' 

aus dem Antrag ergik tn wekher Eiienschaft die Person unter^eictinet. 



ist anziigeben, sofim sick dies nicht eindeuti^ 



I 



I 




'Dr.' Wolfgang RITTHALER 
(ZusammenschluQ Nr. 5) 




I . Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
intemationalen Anmeldung: 



3. Geiinderxes Eingangsdaium aufgnind nachtraghch jedoch 
fristgerecht eineegangencr Unietiagen oder Zeichnungen 
zur VervoUstandigung dieser imemationalen Anmeldung. 



! 2. Zeichnungen 

□ einge- 
gangen: 



4. Datum des frisigerechten Eingangs der angcforderten 
Richtigstcllungen nach Anikel 11(2) PCT: 



□ nichi ein- 
gcgangcn: 



5. Internationale Rechcrchenbehordc ISA / 



6 i 1 Ooermittlun*' des Recherchenexemplars bis zur 

□ ZaS&ccherchengebuhrauf^^ 



Datum dcs Einy.in^s dts Aktcnc-^crnipUrs 
b<riin Inter naiiunalcn Biiro: 

Fonnbbii PCT/RO/l'jl i\^uic^ B!utn*i'jli IS^VS} 



. Vom Intemationalen Biiro aubzutullcn 



Dieses Blatt ist 



Teil und zdhli nicht als Blatt der intemati^^n Anmeldung 



PCX 



BLATT FUR DIE GEBUHRENBERECHNUNG 
AnhangzumAntrag 



Akienzeichen des Anmelders 
Oder Anwalts ^07 839 

Anmelder 

LONZA AG 

bERECHNUNG DER VORGESCHRIEBENEN GEBUHREN 
I. UBERMnTLUNGSGEBUHR 



Von Anmeldeami auszufullen 



Iniemationales Akienzeichen 



Eingangsstempel des Anmeldeamts 



2. 



RECHERCHENGEBUHR 

Die intemationale Recherche ist durchzufuhren von — , „ , , , 



1 200.00 


T 


2.200,00 


S 



3. INTERNATIONALEGEBUHR 
Grundgebuhr 

Die iniemationale Anmeldung enthalt 
umfaBt die ersten 30 Blatter . . . . 

X , 



26 Blatter. 



800,00 



bl 



Zusaizblattgebuhr 



hi 



Anzahl der Blatter 
iiber 30 

Addieren Sie die in Feld bl und b2 eingetragenen 
Betrage, und tragen Sie die Summe in held B ein 

Bestimmungsgebiihren . 

Die intemationale Anmeldung enthalt Bestimmungen, 

10 X 184,00 



800,00 



Bestimmungsgebuhr 



= I 1.840,00 



D 



Anzahl der zu zahlenden 
Bestimmungsgebuhrenf maxima/ /i) . 
Addieren Sie die in Feld B und D eingetragenen | 2.b4U,UU 

Cesamtbetrag 25% der Summe der in Feld B und D eingetragenen Betrage.) 

GEBUHR FUR PRIORTTATSBELEG (ggf.) 

CESAMTBETRAG DEkZUZAHLE^^DEN GEBUHREN 

Addieren Sie die in Feldem T, S. I und P ^ing^^g^ll^". ^^^^^^^ 
und U^gen Sie die Summe in das nebenstehende Feld em . - . 



HI 



4. 

5. 



5 .040,00 



INSGESAMT 



I ] Kupons 

I I Sonsiige (einzeln angeben): 



I I Die Bestimmungsgeb uhren werden jetzt noch nicht gezahlt. 
ZAHLUNGSWEISE 

[X] Abbuchungsauftrag (siehe unten) □ Bankwechsel 

□ Scheck □ Barzahlung 

□ Postanweisung □ Gebuhrenmarken 

ABBUCHUNGSAUFTRAG i<iiese ZuHlungs^eise gibt es nickt bei alien Artmelde^mtern) 

Das Anmeldeamty EPA Ixl wird beauftragt, den vorstehend angegebenen Gesamtbetrag der Gebuhren 

' — ' Konio abzubuchen. ^ ^^^^ 

□ 



Konio abzubuchen. .K»tr^«c Hpr 

wird beauftragt. Fehlbetrage Oder Uberzahlungen des vorstehend angegebenen Gesamibetrags der 
Gih^en Smlaufendln Konio zu^^^^^^ 

wird beaufirag.. die GebUhr fUr die Auss.el.ung. des Pnori^gubKj^-^f"' " 
imemationale Buro der WIPO von me.nem laufenden Konu^'ateubuch^ / / 



2800.0049 



Februar 1999 



Konionummer 



Formblait PCT/RO/IOI (Anhang) (Juli 1998) 




INDICATIONS RELATING TO DEPOSITED MICROORGANISM 
OR OTHER BIOLOGICAL MATERIAL 

(PCT Rule I3bis) 

. The lndica.ons .ad. b.ow .,a« .0 deposUcd .lc.oo.ganis. or o.er bio.osica. .a.Ha. .fe.ed .0 in c.c dcscHp.ion 
7 .line b - l-i .^== 



on page 



B. IDENTIFICATION OF DEPOSIT 



Name of depositary insiiiuiion vr-; Vr-noT-cr?qni smen 

Deutsche Sammlung von Mikr oorganismen 

Address of depositary institution {including postal code and country) 

Mascheroderweg lb 
38124 Braunschweig 
Deutschland 



Further deposits are identified on an additional sheet 

□ 

und Zellkulturen GmbH (DSMZ) 



Date of deposit 

16. 12.1997 (16. Dezember 1997) 



Accession Number 

DSM 11902 



, , , ■ r^^ki^i This information is continued on an additional sheet | 

C. ADDITIONAL INDICATIONS Heaye blan k tfnot applicable) This mrormaiio . 

. _ voreesehene Zugang zu dem hinterlegten bio- 

Der in Regel 28 EPU vorgesenene^ S I Hinweis auf die 

logischen Material foil bis zu dem ^^g ^^^^ht wird oder an dem 



D. DESIGNATED STATES FOR WHICH 



INDICATIONS ARE MADE (ifihe indicalions are no, for all designated Staies) 



EP 



E. SEPARATE FURNISHING OF INDICATIONS (l ecr.e blank if no, applicable) 

The indications listed be.owwUlbesubm.aed.tl. e Internationa. Bureau later .pec.>.........^ 



Number of Deposit") 



For receiving Office use only 



I I This sheet was received wiih the iniemaiional application 



Authorized olTicer 



For Imemaiional Bureau use only 



□ This sheet was received by the International Bureau on: 



Authorized otficer 



A ppi icani's or agent's 
file reference L07839 



L.P 



9^ 



Iniemational appltci 



INDICATIONS RELATING TO DEPOSITED MICROORGANISM 
OR OTHER BIOLOGICAL MATERIAL 

(PCT Rule \3bis) 



A The indicanons made below relate to the deposited microorganism or other biological material referred to in the description 
7 .line 13 - 15 . 



on page 



B. IDENTIFICATION OF DEPOSIT 



Further deposits arc identified on an additional sheet 



Dertsc'hi'^SamS^^^^ von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) 



Address of depositary institution (including postal code and country) 

Mascheroderweg lb 
38124 Braunschweig 
Deutschland 



Date of deposit 

07.12.1998 (7. Dezember 1998) ' 



Accession Number 
DSM 12566 



C. ADDITIONAL INDICATIONS (leave blank if not applicable) This information is continued on an additional sheet Q 



r>pr in Reeel 28 EPU vorgesehene Zugang zu dem hinterlegten bio- 
logisShen^Material soil bis zu dem Tag, an dem der Hinwexs auf dxe 
Erf eilun? des eiropSischen Patents bekannt gemacht wird oder an dem 
die pi?e?tanme!SSn|%urtickgewiesen oder zurUckgenommen wxrd oder al 
zurtickgenommen gilt, nur durch Herausgabe exner Probe an exnen 
Sachverstandigen hergestellt werden (Regel 28(A) EPU). 



D. DESIGNATED STATES FOR WHICH INDICATIONS ARE MADE (if the indications are not for all designated States) 



EP 



E. SEPARATE FURNISHING OF INDICATIONS (leave blank if not applicable) 

The indications listed below will be submitted to the International bureau later (specijy tHe general nature oftbe indicanons e.g.. ...ession 
Number of Deposit*^) 



For receiving Office use only 



I I This sheet was received with the international appli 



icaiion 



Authorized officer 



For International Bureau use only 



□ This sheet was received by the International Bureau on: 



AuihorizcU office: 



0 m 



09/62^385 
533 Re#l'CT/PTO iB AUG 2000 



Verfaliren zii 



r Hc stcllung von T.-inuor-3(R)-hydroxybuttersaurederivaten 



Die Ernndung betrifft ein neues biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von Tnfluor- 
3(R)-hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen Formel 

5 

HOH O 

Trifluor-3(R)-hydroxybutters.urederivate wie 4,4,4-Tnfluor-3(R)-hydroxybutters.ure- 
ethylester sind wichtige Zwischenprodukte zur Herstellung von Pharmazeutika w,e 
10 beispielsweise zur Herstellung von Befloxatone, einen. Monoaminoxidase-A-Inh,b,tor 
(EP-A-0 736 606). 

Zur Herstellung von 4.4.4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureester sind bereits mehrere 

biotechnologisches Verfahren bekannt. 
15 Guerrero, A. & Raja, E. (Bioorganic Chemistry Letters 1(12), 675 - 678) beschreiben em 

mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung von 4.4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybutters.ure- 

ethylester ausgehend von dem entsprechenden Racemat mittels Saccharomyces cerev,sae. 

Dabei wird das gewunschte Produkt in schlechter Enantiomeren-Reinheit erhalten. 

Die EP-A-0 736 606 beschreibt ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von 
20 4 4 4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethylester, • ausgehend von 4.4,4-Trifluor-3- 

h^droxybutters^ureethylester n^ittels der Lipase Novozyn. 435. Nachteilig bei diesem 

Verfahren ist die massige Ausbeute an dem gewunschten Produkt. 

Die EP-A-0 577 446 umfasst ein biotechnologisches Verfahren zvir Herstellung von optisch 
25 aktiven. 4,4,4-Trifluor-3-hydroxybuttersaureethylester, ausgehend von dem entsprechenden 
racemischen Ester mittels Lipasen. Nach diesem Verfahren wird das Produkt in gennger 
Ausbeute und in schlechter optischer Reinheit erhalten. 

Die WO 89/02 470 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
30 hydroxybutters^ureethylester, ausgehend von racemischem 4,4,4-Trifluor-3-acyloxy- 



2 

bu„e..u,ee,hyles,e, .i„e,s hydrCynsche,, E„zyn,e„^ Dabei wird jedoch das emsprechende 
Produkt nicht in enantiomerenreiner Form erhalten. 

A„f.abe der vortiege.den Erilndung war es. ein bio.echnologisches Verfahren zur H=n.e„ung 
5 von^ 4 4-Trifluor-3(R)-h,droxybu..er..u,ederiva,en zur Verftgung zu s.e.le^ mi. welche™ 
aas g:wu„sch,e Prcduk, in gu.er op.ischer Rei.bei. u„d mi. gu.er Ausbeu.e isoUen warden 

kann. 

Diese Aufgabe wird mit dem Verfahren nach Anspruch 1 gelost. 



10 



Erfmdungsgemass 



wird das Verfahren derart durchgefuhrt. dass mar. ein Trifluoracetessig- 



saurederivat der allgemeinen Formel 

O Q 



15 

worin 



worm , „ 1 A 1 

R. -OR', worin R= Wa^erstoff. Cm.-A1M, C,.,.-Alkenyl. CCycloallcyl, Aryl. 

Alkoxyalkyl oder Alkoxyalkoxyalkyl ist, 

-NR'R^ worin und gleich oder verschieden sind und flir Wasserstoff. CMo-Alkyl, 
20 C, ,0-Alkpnyl, Cs-s-Cycloalkyl oder Aiyl stehen, oder 

-SR^ worin R^ Wasserstoff. C.o-Alkyl. C.o-Alkenyl, Aryl oder Cs-s-Cycloalkyl ,st. 

bedeutet, 

n.i,.e,s Mikroorganismen. die bef.hig, sind cine Carbonyl&nk.ion ^ reduzieren oder n,i„els 
25 einem zeilfreien Enzymex.rak. dieser Mikroorganismen. in die Verbindung der a,.gen,e,ncn 
Formel 

HOH O 
F,C^R' 



worm 



5 



r' die genannte Bedeutung hat, uberfuhrt. 



Als C, ,,-Alkyl ka,™ im folgenden eine verzweigte oder unverzweigte primary, sekundare cder 
.ertiare alipha.ische G™ppe wie Methyl, E.hyl. Propyl. Isopropyl, Butyl. Isobu.yl. sec-Butyl. 
tert-Butyl. Pen.yl. Isopentyl, sec-Pemyl. Hexyl. Heptyl. Octyl, Nonyl oder Decyl venvende, 
werden. Vcrzugsweise bedeutet C,.,.-Alkyl. Ethyl. Propyl, Isopropyl oder Hexyl. 

Als C,.,.-Alke„yl k5„nen beispielsweise Ethenyl, Propenyl, Allyl und Butenyl verwendet 
10 werden. Vcrzugsweise wird Allyl verwendet. 

Aryl bedeutet bevorzugt substituiertes oder unsubstituiertes Benzyl, Phenyl Oder Naphtyl. Als 
substituiertes Benzyl kann beispielsweise halogenienes Benzyl wie Chlor- oder Brombenzy. 
verwendet werden. Vorzugsweise wird unsubstituiertes Benzyl eingesetzt. 

Cs..-Cycloalkyl bedeutet bevorzugt Cyclopropyl, Cydobutyl, Cydopentyl. Cyclohexyl. 
Cycloheptyl oder Cyclooctyl. vorzugsweise Cyclohexyl. 

Alkoxyalkyl bedeutet bevorzugt C,.-Alkoxye.hyl wie Methoxyethyl und Ethoxyethyl. 
20 besonders bevorzugt Ethoxyethyl. 

Alkoxyalkoxyaikyl bedeutet bevorzugt 2-(2-C»-Alkoxy.ethoxy)-ethyl wie 2.(2.Me.hoxy- 
e.hoxy)-ethyl und 2.(2-Ethoxy-ethoxy)ethyl, wobei letzteres besonders bevorzugt etngesetzt 



25 



30 



wird. 



Bevorzugte Edukte sind demnach Trifluoracetessigsaureethyl-, Trifluoracetessigsiurepropyl-. 
Trinuoracetessigsaureisopropyl- und Trifluoracetessigsaurehexylester. Trifluoracetesstgsaure- 
cyclohexylester, Trifluoracetessigsaurebenzylester, Trifiuoracetessigsaureethoxye.hylester, und 
Trifluoracetessigsaureethoxyethoxyethylester. 

Zweckn,affi« Mikroorganismen. die befahigt sind. eine Carbonyllunktion zu reduzieren, sind 
beispielsweise Mikroorganismen. die ein exprimierbares Gen fur ein Enzym enthalten, das 



ber^hio. is, eine Ca,bo„ylfunk,io„ .u reduzier.n, beispielsweise ein Enzyra mi. Reduk.ase- 
M„vil., insbesondere ein Gen «r eine Aldehydreduktase. eine Alkoholdehydrosenase Oder 
eine Ketonreduk.ase. Die Enzyme, die bef.hig, sind. eine Carbonylf^nk.ion zu reduz,eren. 
k^nnen NADPH (P-Nikc.ins.ureamid-adenindinucleo,idphospha.)-abhangig oder von anderen 
5 C0fak,o,e„ abh.n«,« seia Vorzugsweise kommen Mikroorgan.smen mi, NADPH-abhangigen 
Reduktionssystemen zum Einsatz. 

Zellfteie Enzymex,rak,e dieser Mikroorganismen k.nnen durch fachm^nnisch Obliche 
Me,hoden, beispielsweise durch French-Press-, UUraschall- oder Lysozym-MChode, erhalren 

10 werden. 

Zweckmassig wird die Biotransformation mittels Mikroorganismen durchgefflhr,. die eine 
Aldehydreduktase. insbesondere eine MADPH-abhangige Aldehydreduktase. enthalten. 

„ Mikroorganismen. die eine NADPH-abhangige Aldehydreduktase enthalten. wie 
Mikroorganismen der Spez.es Sporobolomyces salmonicolor, sind bereits von Sh.m,zu e a . 
,990 Applied and Environmental Microbiology. 56(8), 2374 - 2377 und Kataoka. M. et al., 
Biochimica e. Biophysica Acta, 1.22. 57-62 (1992). beschrieben. Diese Mikroorganismen 
kannen zum einen selbs. fflr das erf, ndungsgemasse Verfahren eingesetzt werden, zum anderen 

20 als Ausgangsmaterial fur die Konstntktion von Plasmiden und weiteren geergneten 
Mikroorganismen dienen. 

zweckmassig werden fur die Biotransformation rekombinante Mikroorganismen eingesetzt, die 
mi. einem Gen codierend fdr ein Enzym, das befahigt ist eine Carbonylfunktion ^ reduz,eren. 
25 transformiert sind, Mikroorganismen. die mi. einem solchen Gen transformiert sern kennen, 
sind beispielsweise Mikroorganismen der Ga.rung Escherichia, insbesondere der Spez.es 
Escherichia coli, beispielsweise Escherichia co,i JM109, Escherichia coli DH5 und Escher,ch,a 
coli HBIOI. 

30 Bevorzug. befnde. sich das Gen mit der Reduktase-Aktivitat, beispielsweise eine Aldehyd- 
Reduktase. auf einem zur Transformation geeigneten Vektor, beispielsweis einem Plasm.d, 



.weckmaBig zu^ammen ,.1. eine. zur Expression des Gens geeigne.en Prc^o.or wie den, ,ac- 
Promotor (Piac) 

Sofern die verwendeien Mikroorgansimen NADPH-abhangige Enzyme enthalten, wird die 
Biotransfonnation zwec^Big in Gegenwar, von NADPH durchgeffihrt. Das NADPH wir 
entweder direkt in den erforderUchen Mengen zugesetzt oder in situ hergestellt, Vo«e,ma« 
das NADPH in situ hergestellt. Zu diesem Zweck wird die Biotransforntat.on 
zweckm^Big in Gegenwar, eines NADPH-Genera.ors oder Regenerators durchge«hr,, d,h. 
eines Enzyms. das die Bi.dung von NADPH aus dessen oxidierter Fom. NADP , ka.aiys.ert. 
Zweckm^Big wird a,s NADPH-Genera.or oder -Regenerator eine Glucosedehydrogenase 
eingesetzt, beispielsweise Glucosedehydrogenase aus Bacillus megatenum. 

Zur Generation von NADPH bei der Biotransformation wird diese zweckmSBig in Gegenwart 
eines Mikroorganismus durchgefuhrt. der den NADPH-Generator exprimier, Insbesondere 
werden hierzu rekombinante Mikroorganismen verwendet. die mit dem fur den NADPH 
Generator codierenden Gen transformier. sind. Das Gen ffir den NADPH-Genera.or befindet 
sich hierbei bevorzugt auf einem zur Transformation geeigneten Vektor. beispielsweis emern 
Plasmid, zweckm^Big zusammen mi. einem zur Expression des Gens geeigneten Promotor w,e 
dem tac-Promotor (Puc). 

For die Hers.ellung der Trifluor-3(R)-hydroxybu«ers.urederiva.e der allgemeinen Formel I mi. 
einem ein zur Reduk.ion einer Carbonylfanktion Wfahigtes, NADPH-abh^giges Enzym, 
beispielsweise eine NADPH-abhangige Aldehyd-Reduktase, enthaltenden Mikroorganismus ,n 
Gegenwart eines NADPH-Generators kOnnen verschiedene Mikroorganismen emgesetzt 
werden von denen einer zur Reduktion der Carbonylflmktion und einer zur Bildung von 
NADPH befShigt ist. Vorteilhaft enthalten die erfmdungsgemaB verwendeten, zur Reduktron 
einer Carbonylfcnktion befthigten Mikroorgansimen aber bereits selbst ein ter einen NADPH- 
Generator Oder -Regenerator codierendes Gen, beispielsweise ein Gen codierend ttr e,ne 
Glucosedehydrogenase. 

vorteilhaft werden fur die Biotransformation rekombinante Mikroorgansimen eingesetzt, die 
mit einem fiir ein NADPH-abhangiges Enzym, beispielsweise einem fiir e.ne NADPH- 



abhan..i« Aldehydreduk.ase codierenden Gen, u„d einem fiir einen NADPH-Generator oder 
.Re.,enera,or, beispielsweise einen, fur eine Glucosedehydrogenase codierenden Gen, 
rranrformier, sind. In einer mog.ichen Ausfthmngsform bef.nden slch diese Gene zur 
Expression auf einem einzigen Plasmid. In einer wei.eren Ausfuhn-ngsform liegen d.ese Gene 
auf verschledenen, miteinander l<ompatiblen Plasroiden vor. 

Die Biotransformauon kann also vorteilhaft mittels Mikroorganismen durchgefuht werden, die 

enthalten: 

. mindestens einen Vek.or, beispielsweise ein Plasmid, der ein Gen for ein zur Redukuon 
einer Carbonylfunk.ion befahigtes Enzym, beispielsweise ein Aldehydreduk.ase-Gen, 

enthalt; 

. mindestens zwei Vektoren. beispielsweise Plasmide. von denen der eine ein Gen fur em zur 
Reduktion einer Carbonylfunktion befahigtes Enzym, beispielsweise ein Aldehydreduktase- 
Gen, und der andere ein Gen fiir einen NADPH-Generator oder -Regenerator, 
beispielsweise ein Glucosedehydrogenase-Gen; enthalt, oder 

. mindestens einen Vektor, beispielsweise ein Plasmid, der sowohl ein Gen fur ein zur 
Reduktion einer Carbonylfunktion befahigtes Enzym, beispielsweise ein Aldehydreduktase- 
Gen, als auch ein Gen fur einen NADPH-Generator oder -Regenerator, beispielswe.se em 
Glucosedehydrogenase-Gen; enthalt. 

vorzugsweise wird die Biotransformation mittels Mikroorganismen der Spezies E. coli JM109 
Oder E coli DHS, transformiert mit mindestens zwei Plasmiden enthaltend jeweils em 
Aldehydreduktase- oder ein Glucosedehydrogenase-Gen, oder mittels Mikroorganismen der 
Spezies E coli HBlOl oder E. coli DHS, transformiert mit mindestens einem Plasmid. welches 
beide Gene das Aldehydreduktase- und das Glucosedehydrogenase-Gen enthalt, durchgefuhrt. 
insbesondere wird die Biotransformation mit E. coli JM109 und E. coli DHS, enthaltend em 
Aldehydreduktase- und ein Glucosedehydrogenase-Gen, durchgefuhrt. Selbstverstandlich kann 
die Biotransformation auch mit verschiedenen Mikroorganismen, die jeweils nur ernes der 
genannten Gene enthalten, durchgefuhrt werden. 

Fig 1 zeigt die Stmktur eines fiir die vorliegende Erfmdung geeigneten Plasmids, pKAR, das 
da^s Gen flir die NADPH-abhangige Aldehyd-Reduktase aus Sporobolomyces salmon.color 



zusammen mif dem Promoter P.„ und einer Ampicillin (Ap)-Resistenz als Selektionsmarker 

enthalt. 

Fig 2 zeigt die Stmktur eines weiteren fiir die vorliegende Erfmdung geeigneten Plasmids. 
pKKGDH^das das Gen fur die Glucosedehydrogenase aus Bacillus megaterium zusammen mit 
dem Promotor P.„ und einer Kanamycin (Km)-Resistenz als Selektionsmarker enthalt. 

Der Mikroorganismus E. coli JM109, enthaltend das Plasmid pKAR mit einem Gen codierend 
fur die NADPH-abhangige AJdehydreduktase aus Sporobolomyces salmonicolor und das 
Plasmid pKKGDH mit einem Gen codierend fur die Glucosedehydrogenase aus Bacillus 
megaterium. wurde am 16.12.1997 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH (DSMZ), D-38124 Braunschweig. Mascheroderweg lb. unter der 
Bezeichnung DSM 1 1902 gemass Budapester Vertrag hinterlegt. Der Mikroorganismen E. cob 
DH5 enthaltend die Plasmide pKAR und pKKGDH. wurde am 7.12.1998 bei der zuvor 
beschriebenen Hinterlegungsstelle unter der Bezeichnung DSM 12566 gem.ss Budapester 
Vertrag hinterlegt. 

Die Expression der Gene kann abhangig vom Expressionssystem erfolgen. Bei den 
erfindungsgemaB bevorzugt verwendeten Expressionssystemen kann die Expression der Gene 
beispielsweise durch IPTG (Isopropylthiogalactosid) induziert werden, wenn als 
Mikroorganismus E. coli JM109 oder E. coli HBlOl verwendet werden. Bei der Verwendung 
von E. coli Dri5 ist die Induktion mit IPTG, wie fachmannisch bekannt. nicht notwend.g. 

Die Biotransformation kann nach ublichem Anzuchten der Zellen in einem einphasigen oder 
zweiphasigen System, vorzugsweise in einem zweiphasigen System, durchgefuhrt werden. 

Als einphasiges System konnen fachmannisch ubliche Puffer-Medien wie beispielsweise 
niedermolare PhosphatpufFer oder Tris-Puffer angewendet werden. 

Als zweiphasiges System konnen die genannten fachmannisch ublichen Puffer-Medien 
zusammen mit einem flir das Edukt loslichen organischen Losungsmittel verwendet werden. 
Als organische Losungsmittel sind beispielsweise Ester. Alkohole. halogenierte Kohlenwas- 
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serstofTe, Ether, aliphatische Cvn-Kohlenwasserstoffe oder aromatische Kohlenwasserstoffe 
geeignet. Als Ester konnen Essigsaureester wie Essigsauremethyl-, Essigsaureethyl-, 
Essigsaurepropyl- und Essigsaurebutylester verwendet werden. Als Alkohole konnen C4.ur 
Alkrhole wie Hexancl, Heptanol und Octanol verwendet werden. Als aromatische 
Kohlenwasserstoffe konnen beispielsweise Benzol, Toluol und Xylol verwendet werden. Als 
halogenierte Kohlenwasserstoffe konnen beispielsweise Chloroform und Dichlormethan 
verJendet werden. Als Ether konnen beispielsweise Diethylether. Tetrahydrofuran, Methyl- 
tert-butylether und Dibutylether ver^vendet werden. Als aliphatische Cs-n-Kohlenwasserstoffe 
sind beispielsweise Pentan, Hexan, Heptan, Octan, Nonan und Decan geeignet. 

Geeignet ist ebenfalls ein zweiphasiges System in welchem die zweite Phase aus dem Edukt 
und / Oder aus dem Produkt besteht. Urn die Loslichkeit des Eduktes zu erhohen, konnen 
Cosolvenzien eingesetzt werden.. Als Cosolvenzien konnen entweder niedermolekulare 
aliphatische Alkohole wie beispielsweise Methanol, Ethanol, Propanol. Isopropanol, tert- 
Butanol oder inerte Losungsmittel wie beispielsweise Dimethylsulfoxid, Aceton. Acetonitril 
verwendet werden. 



Oblicherweise wird die Biotransformation in Gegenwart einer C-Quelle durchgefiihrt. Als C- 
Quelle sind beispielsweise Kohlenhydrate wie Glucose. Fmctose oder Saccharose und 
20 Zuckeralkohole wie Glycerin geeignet. 

Q Der pH-Wert 'der Medien kann in einem Bereich von 5 bis 10, vorzugsweise von 6 bis 8, 

liegen. 

25 Zweckmassig wird die Biotransformation bei einer Temperatur von 5 bis 60 °C, vorzugsweise 
von 10 bis 40 °C, durchgefuhrt. 

Nach einer Umsetzungszeit von wenigen Minuten bis 50 h. kann dann das gewiinschte Produkt 
in hoher Ausbeute und Enantiomerenreinheit (ee) isoliert werden. 
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Beispiele 



Beispiel 1 

Anzucht der Mikroorganismen 

Ze>,e. von E, coH ;M,09/pKAR.pKKGDH (DSMZ , ,902) ..rden in e,„e. 20 , Fe^en e, .n 
„ , Mi„e.Ua,— <Ta«e 0 be, 22 a„g.OcH.e.. Nach 6 H e . TO 
Hinzugegeben, u™ «ie ZeUen .u '.nduzieren. Da„„ wurde Glycerin hinzugegeben und d,e ZeHe 
I :L op,isc.en DicMe OD_ - 4,.S inne.halb 52 >, ange.O=h,e.^ Dann wurden d.e 
Zellen bei -80 °C aufbewahrt. 



• 
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Tabelle 1 

Hefeextrakt 
Glycerin 
MgCb X V H2O 
CaCl2 

(NH4)2S04 

SLF-Losung 

Fe-EDTA-Losung 

PPG-2000 

NajHPOa x 2H2O 

KH2PO4 

K2HPO4 

Thiamin 



SLF-Losung: 
KOH 

EDT A Na2 x 2 H2O 
ZnS04 X 7 H2O 
MnCU X 4H2O 
H3BO3 

C0CI3 X 6H2O 
CuCl2 X 2H2O 
NiCl2 X 6H2O 
Na2Mo04 X 2H2O 

Fe-EDTA-L6sung: 
KOH 

EDTANa2 x 2H2O 
FeS04 X 7H2O 



0,5 g/1 
30g/l 
0,8 g/1 
0,16 g/1 
2,0 g/1 
1,0 ml/1 
1 .5 ml/1 



1,0 g/1 
1,0 gyl 
10 mg/1 



15,1 g/1 
100 g/1 
9,0 g/1 
4,0 gA 

2.7 g/1 

1.8 g/1 
1,5 g/1 
0,18 g/1 
0,27 g/1 



lOg/L 
50 g/L 
20 g/1 



Beispiel 2 
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HerstelJungvon 4,4,4-Trinuor-3(R)-hydroxybuttersaureethylester 

5 a) Zu 800 ml Mineralsalzmedium (Tabelle 1) enthaltend E.coli JM109/ pKAR,pKKGDH bei 
einer ODcs....™ von 7,2 wurden 140 g Glucose und 0.56 g NADP^ hinzugegeben. 400 ml 
Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethylester wurde hinzugefogt und d.e 
resultierende Mischung in einen 2 I Fermenter gegeben. bei 400 Upm geruhrt und mit Luft 
(400 ml/min.) begast. Der pH wurde durch Zugabe von 1 M Na.COs auf 6,0 gehalten. 

,0 Nach 24 h enthielt die organische Phase 48 g 4,4.4-Trifluor-3(R)- 

hydroxybuttersaureethylester mit einem ee-Wert von >99%, entsprechend einer molaren 
Ausbeute von 67,8 %. 

b) Zu 800 ml KaliumphosphatpufFer (100 mM, pH 6,0) enthaltend die Mikroorganismen 
15 gemass Beispiel 1 bei einer ODo.o„. von 30,7 wurden 140 g Glucose und 0,56 g NADP^ 

hinzusefugt. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethylester 
wurden hinzuaegeben und die resultierende Mischung in einen Fermenter entsprechend 
Beispiel 2a eingespeist. Der pH wurde durch Zugabe von 1 M Na.COs auf pH 6.0 gehalten. 
Nach 25 h wurden nochmals 10 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethylester hinzugefugt. Nach 45 
20 h enthidt die organische Phase 49 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethylester mit 

einem ee-Wert von > 99 %, entsprechend einer molaren Ausbeute von 60.6 %. 

* 

c) Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6.0) enthaltend E. coli JM109/ 
pKAR,pKKGDH bei einer 0D«« von 7,6 wurden 140 g Glucose und 50 mg NADP* 

25 zugegeben. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethylester wurden 

hirzugefligt und die resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben. mit 400 Upm 
geruhrt und mit Luft (400 mi/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na.CO, 
auf 6.0 gehalten. Weitere 50 mg NADP^ wurden 5 h nach Start des Fermenters 
zugegeben. Nach 24 h enthielt die organische Phase 50 g 4.4.4-Trifluor-3(R)- 

30 hydroxybuttersaureethylester mit einem ee-Wert von >99.8%. emsprechend einer molaren 

Ausbeute von 71%. 
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d) Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6.0) enthaltend E. coli DH5/pKAR, 
pKKGDH bei einer OD.so von 6,5 .'urden 140 g Glucose und 50mg NADP^ zugegeben. 
400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4.4,4-Trilluoracetoacetatethylester wurden 

5 hinzuaefugt und die resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm 

oeruhrt und mit Luft (400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na^CO, 
auf 6 0 gehalten. Weitere 50 mg NADP^ vvurden jeweils nach 5 h und 26 h zugegeben, 
Nach 46 h enthielt die organische Phase 35 g 4.4.4-Trifluor-3(R)- 
hydroxybuttersaureethylester mit einem ee-Wert von 99.7%, entsprechend einer molaren 

10 Ausbeute von 5 1%. 



Beispiel 3 

1 5 Herstellung von 4,4,4-Trinuor-3(R)-hydroxybuttersaureisopropylester 

a) Zu 800 ml Mineralsalzmedium entsprechend Beispiel 1 enthaltend E. coli JM109/pKAR, 
pKKGDH bei einer OD.s... von 9.7 wurden 140 g Glucose und 0.56 g NADP^ 
hinzuaefugt. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4.4.4-Trifluoressigsaureisopropylester 
wurden hinzugegeben und die resultierende Mischung in einem Fermenter entsprechend 
Beispiel 2 eingespeist. Der pH wurde durch Zugabe von 1 M Na.COs auf pH 6,0 gehalten. 
Nach 21' h enthielt die organische Phase 42,2 g (R)-4.4,4-Tnfluor-3- 
hydroxybuttersaureisopropylester mit einem ee-Wert von >99 %, entsprechend einer 
molaren Ausbeute von 59,7%. 



20 



25 



30 



b) Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli 
DH5/pKAR,pKKGDH bei einer OD.50 von 8.5 wurden 140 g Glucose und 50mg NADP^ 
zugegeben, 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4.4-TrifluoracetoacetatisopropyIester 
wurden hinzugefugt und die resuhierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben. mit 
400 Upm uemhrt und mit Luft (400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM 
Na,C03 auf 6.0 gehalten. Weitere 50 mg NADP^ wurden 5 h nach Start des Fermenters 
zugeueben. Nach 24 h enthielt die organische Phase 32 g 4,4.4-Tr.ifluor-3(R)- 
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hydroxybuttersaureisopropylester mit einem ee-Wert von ^99,9%, entsprechend einer 
molaren Ausbeute von 46%. 



Beispiel 4 

Herstellung von 4,4,4,-Trinuor-3(R)-hydroxybuttersaurehexylester 

Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/ pKAR,pKKGDH 
bei einer ODcso von 9,5 wurden 140 g Glucose und 50 mg NADP^ gegeben. 400 ml 
Butylacetat enthaltend 70 g 4,4.4-Trifluoracetoacetathexylester wurden hinzugefugt und die 
resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm geruhrt und mit Luft 
(400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na.COs auf 6,0 gehalten. Weitere 
50 mg NADP* wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die 
organische Phase 2 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurehexylester mit einem ee-Wert von 
>99,9%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 3%. - 



Beispiel 5 

Herstellung von 4,4,4,-Trinuor-3(R)-hydroxybuttersaurecyclohexy'.ester 

* 

Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
einer OD«o von 8,9 ^vurden 140 g Glucose und 50 mg NADP* zugegeben. 400 ml Butylacetat 
enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatcyclohexylester wurden hinzugefugt und die 
resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm geruhrt und mit Luft 
(400 ml/min) begast. Der pH v^rde durch Zugabe von IM li^2C0, auf 6.0 gehalten. Weitere 
50 mg NADP^ v^rden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die 
organische Phase 16 g 4,4.4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurecyclohexylester mit einem ee- 
Wert von >99,9%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 23%. 



Beispiel 6 
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Herstellungvon 4,4,4,-Trinuor-3(R)-hydroxybuttersaurebenzyIester 

Zu 800 ml KaHumphosphatpuffer (0,1 M. pH 6.0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
einer OD«o von 9,0 wurden 140 g Glucose und 50 mg NADP^ zugegeben. 400 ml Butylacetat 
enthaltend 70 g 4.4.4-Trifluoracetoacetatbenzylester wurden hinzugefugt und die result>erende 
Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm gertihrt und mit Luft (400 ml/m.n) 
beoast Der pH wurde durch Zugabe von IM Na.COs auf 6,0 gehalten. Weitere 50 mg NADP 
Jrden 5 h nach Stan des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die organische Phase 6 g 
4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureben2ylester mit einem ee-Wert von >99.9%. 
entsprechend einer molaren Ausbeute von 9%. 



15 Beispiel 7 

Herstenungvon4,4,4,-Trilluor-3(R)-hydroxybuttersaure-2-ethoxyethyIester 

ZU 600 ml Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
20 einer 0D.„ von 10,2 wurden 105 g Glucose und 37,5mg NADP* zugegeben. 300 ml 
Butylacetat enthaltend 35 g 4.4,4-Trifluoracetoacetatethoxyethylester wurden hmzugefugt und 
die resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm genihrt und m.t Luft 
(300 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na.COs auf 6.0 gehalten. Weitere 
37 5 mg NADP^ wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enth.elt d.e 
25 organische Phase 4 g 4.4,4.Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethoxyethylester mit einem ee- 
Wert von 98.6%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 12%. 



Beispiel 8 
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Herstellung von 4,4,4,-T. in,.or-3(R)-hydroxyb..ttersaure-2-(2-etl.oxyethoxy)ethylester 

Zu 600 ml KaliumphosphatpufFer (0,1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
einer ODo5« von 10.7 wurden 105 g Glucose und 37,5 mg NADP^ zugegeben. 300 ml 
Butylacetat enthaltend 35 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethoxyethoxyethylester wurden 
hinzugefugt und die resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm 
gertihrt und mit Luft (300 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na^COs auf 
6.0 gehalten. Weitere 37,5 mg NADP^ wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 
24 h enthielt die organische Phase 5 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethoxy- 
ethoxyethylester mit einem ee-Wert von >99,9%. entsprechend einer molaren Ausbeute von 
16%. 



Beispiel 9 

lung von 4,4,4,-Trinuor-3(R)-hydroxybuttersauremethyIester 

Zu 600 ml Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
einer OD050 von 11,4 ^vurden 105 g Glucose und 37,5mg NADP^ zugegeben. 300 ml 
Butylacetat enfhaltend 33 g 4,4.4-Trifluoracetoacetatmethylester wurden hinzugefugt und die 
resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm geriihrt und mit Luft 
(300 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na^COs auf 6.0 gehalten. Weitere 
37,5 mg NADP* wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die 
organische Phase 3,6 g 4,4.4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersauremethylester mit einem ee-Wert 
von 96,1%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 7%. 
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Patentanspriiche 



Verfahren zur Herstellung von Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen 
Formel 

HOH O 

worin 

worin Wasserstoff, CMo-Alkyl, C,.,o-AJkenyl, Cs-sCycloalkyl, Aryl. 

-NR-'R-*. worin R- u. .... ■ ^ ""d fur Wasserstoff, Cmo- 

Alkyl, C-io-Alkenyl. Cs-s-Cycloalkyl oder Aryl stehen, oder 

-SR^' worin Wasserstoff, CM„-Alkyl, CMo-Alkenyl, Aryl oder C3.-Cycloalkyl ist, 

bedeutet, 

umfassend die Umsetzung eines Trifluoracetessigsaurederivats der allgemeinen Formel 



F,C 



O O 



worin R' die genannte Bedeutung hat, mittels Mikroorganismen. die befahigt sind eine 
Carbonylfunktion zu reduzieren oder mittels einem zellfreien Enzymextrakt dieser 

Mikroorganismen. 

Verfahren nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Biotransformation mittels 
Mikroorganismen der Gattung Escherichia durchgefuhrt wird, die mit einem Gen 
transformien sind, das fur ein Enzym codiert. welches befahigt ist, eine Carbonylfunktion 

ZU reduzieren. 
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Verfahren „ach A^sp^ch 2. d.durch g=ke„„.eic.„e,. das. die B:o,ra„sfo,n^,on ..«eU 
Mi.roo,.a„isn,en der Spezles EsCericKia coH ^.09. Escherichia co„ M .0, ode, 
Eschenc'hia coli DH5 durchsef* wird, die .i. ein=™ Gen Uansforn^ert s,„d, das fi., e,„ 
E„.ym codien, welches befahig, is., eine CarbonylfunMion zu reduz,eren. 

Verfah,e„ nach e,„e. der A„spr.che , bis 3, dad.rch f--';^-^-^-^^ 
Bi„„ansfor™a.io„ .i..e,s Mi.roorga„is.e„ der Spezies 

Escherichia coh HB,0, oder Escherichia co,i DH5 durchgemhr, wrrd d.e Gen 
..„sfor.ier, s,nd, die sowoh, «ir ei„ Enzyn,, welches b=«hig. is., eine Carbo„yH.n..,or, 
z„ reduzieren, als auch Sir eine Glucsedehydrogenase codreren. 

Verfahren nach Ansproch 4, dadurch ge.ennzeichne., dass die ^^^^^ 
Mi.roorganisn,e„ der Spezies, Escherichia coH iM.O, oder der Spez.es Eschenc^a co . 
OH5 du^hgemhr. wird, die n.i. den P,asn.den pKAR und pKKGDH .ra.form.er. s.nd, 
™e hin.er,eg. un.er der Hinrerlegungsnummer DSM 1 1902 bzw, DSM .2566, 

verfahren nach einen. der AnsprOche 1 bis 5, dadurch gekennzeichne., dass die 
Bio.ransforma.ion bei einer Tempera.ur von 5 bis 60=C durchgefflhr. v.rd. 

, verfahren nach einem der AnsprOche > bis 6. dadurch gekennzeichne., dass die 

... ,.unrt wird. 

Biotransformation bei e' 
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Zusammenfassung 



Beschrieben wird ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von Trifluor-3(R)- 
hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen Formel 



HOH O 



worm 



R' -OR^ worin R^ WasserstofF, C.o-Alkyl, CMo-Alkenyl, Cs-sCycloalkyl, Aryl. 
10 Alkoxyalkyl oder Alkoxyalkoxyalkyl ist, 

-NR-'R^ worin R' und R" gleich oder verschieden sind und fur Wasserstoff, C,.,o-Alkyl. 
C,-,o-Alkenyl, Cj-s-Cycloalkyl oder Aryl stehen, oder 

-SR', worin R^ WasserstofF, CMo-Alkyl, C..,o-Alkenyl, Aiyl oder C3-«-Cycloalkyl ist, 
bedeutet. 
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- - jlsemeinen Formel 

ausgehend von e?*' 



F,C 



O O 



II 



20 worin R' die genannte Bedeutung hat, mittels Mikroorganismen, die befahigt sind eine 
Carbonylfunktion zu reduzieren oder mittels einem zellfreien Enzymextrakt dieser 

Mikroorganismen. 
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Die in,erna«ona.e Recherche ist auf der Grundiage einer bei der Beh6rde eingereichten Ubersetzung der interna«onalen 
— Anmelduna (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 
Hlnsichrdt nd rinLa^JenAnrneldungonenbartenN^^^^^^^^^^^ 
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bei der BehOrde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. ^ „ ^.r 

Terkiarung daS das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprc^okcj, nicht Ober den Offenbarungsgeha.t der 
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reirg da3 die in Lputenesbarer Form erfaBten .nforma«onen dem schrif«ichen Se,uenzprotoko.. entsprechen, 
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□ Bestimmte AnsprOche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld 1). 
Q Mangelnde EInheitllchkeit der Erfindung (siehe Feld II). 
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□ 
□ 

□ 



4. HinsichtJich der Bezeichnung der Erfindung 

\T\ wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt. 
□ wurde der Wortiaut von der Behdrde wie fotgt festgesetzt: 



5 Hinsichtlich der Zusammenfassung 

' Recherchenbericlits eine Steilungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. ^ 
pr| wie vom Anmelder vorgeschlagen ' — 
Q weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
Q weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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@ Alcohol de hydrogenase. DNA encoding It, preparation and method of preparing optically active 
alcohols. 



[Object] 



^ The present invention provides a novel secondary alcohol dehydrogenase useful for the synthesis of 

^ optically active alcohol and DNA encoding said enzyme. A microorganism belonging to genus Candida was 

CO found to produce a novel secondary alcohol dehydrogenase with a high stereochemical specificity. Using said 

^ enzyme optically active alcohols were prepared, and by cloning of DNA encoding said enzyme, the base 

^ sequence of said DNA was determined. By providing a novel secondary alcohol dehydrogenase with a high 

in stereochemical specificity and the gene encoding said enzyme, an efficient production of optically active 



2 alcohols became possible 
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Background of the invention 
Field of the Invention 

The present invention relates to a method of producing a novel secondary alcohol dehydrogenase 
useful for the preparation of alcohol, aldehyde and ketone, especially for that of an optically active alcohol, a 
method of producing said enzyme, a DNA segment encoding said enzyme, a microorganism transformed 
with said DNA, and a method of producing alcohol, aldehyde and ketone, especially optically active alcohol 
using said enzyme. 

Related Arts 

Of the secondary alcohol dehydrogenase of the microbial origin requiring nicotinamide adenine 
dinucieotlde phosphate {abbreviated as NADP+ hereinafter), the one derived from Thermoanaerobium 
brockii is well documented (J. Am. Chem. Soc. 108, 162-169 (1986)). In addition, of the secondary alcohol 
dehydrogenase requiring nicotinamide adenine dinucieotlde (abbreviated as NAD+ hereinafter), there have 
been reported those derived from Pichia sp. NRRL-Y-11328 (Eur. J. Biochem. 101, 401-406 (1979)), 
Pseudomonas sp. SPD6 (Bioorg. Chem. 19, 398-417 (1991)), Pseudomonas fluorescence NRRL B-1244 
(Tokkai Sho, 59-17982), Pseudomonas maltophilia MBIIL (FEMS Microbiol. Lett. 93, 49-56 (1992)). 
Pseudomonas sp. PED (J. Org. Chem. 57. 1526-1532 (1992)), Pseudomonas sp. ATCC 21439 (Eur. J. 
Biochem. 119, 359-364 (1981)), Candida boidinii SAHM (Biochim. Biophys. Acta 716, 298-307 (1992)). 
Mycobacterium vaccae JOB-5 (J. Gen. Microbiol, 131. 2901-2907 (1985)). Rhodococcus rhodochrous 
PNKb1 (Arch. Microbiol. 153, 163-168 (1990)), Comamonas terrigena (Biochim. Biophys. Acta 661, 74-86 
(1981)). and Arthrobacter sp. SBA (Tokkai Sho 51-57882). 

However, the stereochemical substrate specificity of these secondary alcohol dehydrogenases is not 
satisfactory for the practical application. For example, as to 2-butanol, one of the most frequently reported 
substrates of the secondary alcohol dehydrogenase, there has not been reported the enzyme which will 
oxidize CS>2-butanol stereospecificaily to produce 2-butanone, (The enzymes derived from Pseudomonas 
sp. ATCC 21439. Pseudomonas sp. SPD6. Comamonas terrigena, Candida boidinii SAHM or Pichia sp. 
NRRL-Y-11328 oxidize f/?>isomer preferentially, while the one derived from Pseudomonas fluorescens 
NRRL B-1244 does not show any definite substrate stereochemical specificity, and the specificity of the 
enzyme derived from Mycobacterium vaccae JOB-5, Rhodococcus rhodochrous PNKbl, Pseudomonas 
sp. PED or Pseudomonas maltophilia MB11L has not been reported.) Furthermore, although the primary 
alcohol dehydrogenase (SADH-1) derived from baker's yeast {Saccharomyces cerevisiae) has been 
reported to oxidize 2-butanol with S configuration preferentially, the relative activity is as low as about 1% of 
that for ethanol, not suitable for practical use (Arch. Biochem. Biophys. 126, 933-944 (1968), J. Biol. Chem. 
268,7792-7798(1993)). 

Since the secondary alcohol dehydrogenase which will preferentially oxidize S-2-butanol has not been 
reported, there has been a strong demand for finding the enzyme with a high substrate stereochemical 
specificity. 

There has been also a high demand for cloning DNA encoding said enzyme, because it will be possible 
to produce said enzyme on a large scale with a genetic engineering technique using the cloned gene of 
said enzyme. 

Summary of the Invention 

During the wide-screening of microorganisms having the activity to preferentially oxidize fS>2-butanot. 
the inventors of the present invention discovered that the microorganism belonging to genus Candida, 
especially Candida parapsilosis had the activity to preferentially oxidize rS>2-butanol, further purified the 
enzyme to oxidize CS>2-butanol from cells of cultured said microorganism, and studied its enzymatic 
properties finding that said enzyme has the ability to oxidize fS>2-butanol with a high stereochemical 
specificity and also oxidize various other secondary alcohols stereospecificaily. 

It is one object of the present invention to provide an enzyme with the following physicochemical 
properties as defined in 1) to 9): 
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1) Functions 

Said enzyme oxidizes alcohol with NAD+ as the coenzyme to produce the corresponding ketone or 
aldehyde, and also reduces ketone or aldehyde with NADH as the coenzyme to produce the corresponding 
alcohol. 

2) Substrate specificity 

Said enzyme utilizes aliphatic alcohols including those with an aromatic substitution as its oxidizing 
substrate has a relatively higher activity toward secondary alcohols than primary ones, and preferentially 
oxidizes 2-butanol with the S configuration. Said enzyme also utilizes aldehydes or aliphatic ketones with an 
aromatic substitution. 

3) Molecular weight 

The apparent molecular weight of said enzyme is estimated to be approximately 40,000 by SDS-PAGE. 
Physicochemical as well as enzymatic properties of said enzyme of the present invention are as follows: 

4) Optimal pH and pH range for the enzyme stability 

The optimal pH for the oxidation of rS>2-butanol ranges from 8.5 to 9.5. and that for the reduction of 2- 
butanone from 5.5 to 6.5. Said enzyme is relatively stable in the pH range from 8.0 TO 10.0. 

5) Optimal temperature range for the enzymatic reaction 

Said enzyme shows the high activity at the temperature ranging from 25 - 55' C with 50° C as optimal 
for the enzymatic reaction. 

6) Thermal Inactivation 

Said enzyme retains more than 90% of the original activity even after the heat treatment at 40- 0 for 10 

min. 

7) Inhibition and stabilization 

The activity of said enzyme is inhibited by various SH-reagents such as p-mercuri benzoic acid, 
mercuric chloride, zinc chloride and N-ethylmaleimide. and also by the reducing agents including 2- 
mercaptoethanol and dithiothreitol. Said enzyme activity is inhibited by o-phenanthroline but not by 
ethylenediaminetetraacetic acid. 

8) Purification 

Said enzyme can be purified to a single protein band on the sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (abbreviated as SDS-PAGE hereinafter) by combining the conventional purification methods 
of ordinary proteins, comprising, for example, protamine sulfate precipitation after disrupting microbial cells, 
ammonium sulfate fractionation of the centrifuged supernatant, followed by a combination of anion 
exchange chromatography, hydrophobic chromatography and gel filtration. 

9) Isoelectric point 

Although said enzyme shows several bands on isoelectric focusing, the isoelectric point of the major 
protein band is located at pH 6.7. 

The activity of all secondary alcohol dehydrogenases including said enzyme described in the preferred 
embodiments of the present specification was assayed as follows: rS>2-butanol (50 umol) and the enzyme 
were incubated in a reaction mixture containing Tris-HCI (50 umol, pH 9.0) and NAD* (2.5 umol) at 30 -C, 
and the rate of NADH formation was followed at 340 nm. One unit of enzyme was defined as the amount of 
enzyme necessary to catalyze the formation of 1 umol of NADH per min under the assay conditions. 
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It is another object of the present invention to provide a DNA segment encoding said secondary alcohol 
dehydrogenase, inventors of the present invention digested the purified said enzynne with lysylendopep- 
tidase, purified the digested fragments by reversed phase chromatography, and determined a portion of its 
amino' acid sequence using a protein sequencer. PGR (polymerase chain reaction) was performed using 

5 primers synthesized based on said amino acid sequence determined above and the chromosomal DNA of 
Candida parapsilosis as the template. A portion of gene encoding said secondary alcohol dehydrogenase 
was amplified and its base sequence (core sequence) was determined. Then in order to elucidate the base 
sequence in the flanking region of said DNA sequence determined above (core sequence), the 
chromosomal DNA of Candida parapsilosis was digested with Haell, a restriction enzyme without restriction 

10 site in the core sequence. The template DNA used for reversed PGR (Nucleic Acids Res. 16, 8186 (1988)) 
was prepared by autorecyclarization of DNA fragments obtained above using T4 DNA ligase. Based on the 
core sequence, primers serving as the initiation site of synthesis of DNA extending from the core sequence 
were prepared, and the flanking region of the core sequence was amplified by the reversed PGR. By 
elucidating DNA sequence thus obtained it was confirmed that the entire coding region of said secondary 

75 alcohol dehydrogenase was included in the autorecircuiarized DNA as shown in Figs. 6, 7 and 8. 
Furthermore, the product of cloned gene expressed in host Esctierichia co// cells was confirmed to have 
- the enzymatic activity similar to that of said secondary alcohol dehydrogenase derived from Candida 
parapsilosis, 

DNA encoding said secondary alcohol dehydrogenase of the present invention includes the base 
20 sequence encoding the protein consisting of amino acid sequence essentially sinnilar to that as shown in 
Figs. 6, 7 and 8. "Essentially" in this case means that amino acid sequence shown in Figs. 6, 7 and 8 can 
be modified by deletion, insertion or substitution of certain amino acid, so far as resulting proteins retain the 
secondary alcohol dehydrogenase activity. Needless to say DNA of the present invention includes DNA 
consisting of 1008 bases as shown in Figs. 6, 7 and 8, but is not restricted to this. DNA modification which 
25 will lead to deletion, insertion or substitution in the amino acid sequence coded by DNA Js suitably 
accomplished by conventional method such as the site-specific mutation using synthetic oligonucleotide. 
Further, DNA with random mutation can be obtained by performing PGR using DNA consisting of 1008 
bases shown in Figs. 6, 7 and 8 or suitably modified said DNA as the template in the presence of Mn^^ - 
(usually 0.5 - 10 mM) or lowered concentration of certain nucleotide. Needless to say, of DNAs thus 
30 obtained the present invention includes DNA encoding the protein with said secondary alcohol de- 
hydrogenase activity. 

It is another object of the present invention to provide a microorganism which is stably transformed with 
the DNA molecule encoding the protein having an amino acid sequence essentially similar to that shown in 
Figs. 6, 7 and 8 and capable of producing said secondary alcohol dehydrogenase. 

35 Any microorganism which can be transformed with the DNA segment encoding a peptide having said 
secondary alcohol dehydrogenase activity and is capable of expressing said activity will be the object of 
transformation in the present invention. Actually it comprises bacteria, yeasts and molds the hosVvector 
system of which are well developed. Bacteria includes Eschericiiia, Bacillus. Pseudomonas, Serratia, 
Brevibacterium, Corynebacterium, Streptococcus and Lactobacillus. Yeasts include Saccharomyces, 

40 Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces, Yarrowia, Trichosporon, 
Rhodosporidium, Hansenula, Pichia and Candida, Molds include Neurospora, Aspergillus, 
Cephalosporium and Trichoderma. 

A procedure or method for preparing a transformant can be performed according to the conventional 
technique used in the. field of molecular biology, biotechnology and genetic engineering. 

45 ,v In order to express the gene of the present invention in microorganism, it is necessary to insert said 
gene into the plasmid vector or phage vector stably present in said microorganism. For expressing said 
DNA of the present invention in microorganism it is also necessary to transcribe and translate the genetic 
information held in said gene. It can be accomplished by inserting a promoter and a terminator, the 
controlling unit for transcription and translation, into the upstream and downstream of 5*-end of said DNA of 

50 the present invention, respectively. For this purpose it is important to use a promoter and terminator which 
are known to function in the microorganism to be used as the host cell. Promoters and terminators usable 
with various microorganisms are described in detail in "Biseibutsugaku Kisokoza (Basic Microbiology). Vol. 
8. Genetic Technology, Kyoritsu Shuppan (1990)". especially those usable with yeast in "Adv. Biochem. 
Eng. 43, 75-102 (1990)" or "Yeast 8. 423-488 (1992)". 

55 For example, possible plasmid vectors for use with Escherichia, especially Escherichia colh include 
the plasmid of pBR and pUG series, and possible promoters for use include lac promoter (/S-galactosidase), 
trp operon (tryptophan operon). and tac promoter {lac-trp hybrid promoter), and X phage PL or PR- 
derived promoters. Furthermore, possible terminators for use include trpA- or phage-derived rrnB ribosoma! 
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terminator. . ^^^^ ■ 

Possible plasmid vectors for use with Bacillus include the plasmid of pUBIIO series or pC194 series 
which can be directly inserted into chromosome. Furthermore, possible promoters or terminators for use 
with this species include apr (alkaline protease), npr (neutral protease) and amy (o-amylase) promoters. 

Possible plasmid vectors for use with Pseudomonas. especially with Pseudomonas putida and 
Pseudomonas cepacia include the newly developed host vector system such as pKT240. a vector with a 
wide host cell spectrum derived from TOL plasmid participating in the toluene decomposition (vector also 
includes the gene necessary for the autonomous replication derived from RSF1010 and others), and 
possible promoters and terminators include the lipase gene (JPH5-284973). 

Possible plasmid vectors for use with Brevibacterium, especially with Brevibacterium lactofermentum 
include pAJ43. and possible promoters and terminators for use are the same as those used with 
Esc liGfich idi 

Possible plasmid vectors for use with Corynebacterium, especially with Corynebacterium glutamicum 
include pCS11 (JPS57-1 83799) and pCB101 (Mol. Gen. Genet. 198. 175 (1984)). 

Possible plasmid vectors for use with Streptococcus include those such as pHVl30l (FEMS Microbiol. 
Lett. 26. 239 (1985)) and pGKI (Appl. Environ. Microbiol. 50, 94 (1985)). 

Possible plasmid vectors for use with Lactobacillus are those developed for use with Streptococcus 
such as pAM;81 (J. Bacteriol. 137, 614 (1979)), and possible promoters for use are those for use with 

Escherichia. . . . , . 

Possible plasmid vectors for use with Saccharomyces, especially Saccharomyces cerevisiae include 
those of series YRp, YEp, YCp and Yip. Integration vector (e.g.. in EP 537456) constituted by utilizing 
homologous recombination with ribosomal DNA having multicopy in the chromosome is useful for the 
insertion of multicopy and for the stable gene retention. In addition, plasmid vectors carrying ADH (alcohol 
dehydrogenase), GAPDH (glyceraldehyde. 3-phosphate dehydrogenase), PHO (acid phosphatase), GAL (/3- 
galactosidase). PGK (phosphoglycerate kinase) and END (enolase) are also usable as the promoter or 
terminator with this species. 

Possible plasmid vectors for use with Kluyveromyces. especially Kluyveromyces lactis include 2 um 
series plasmid derived from Saccharomyces cerevisiae, pKDl series plasmid (J. Bacteriol. 145, 382-390 
(1981)), pGKII -derived plasmid related to killer activity, KARS series plasmid with the autonomous 
replication gene of Kluyveromyces and integration vector (e.g., in EP 537456) which can integrate in the 
gene by homologous replication with ribosomal DNA. Vectors inserted the gene encoding ADH or PGK are 
also usable as the promoter or terminator. 

Possible plasmid vectors for use in Schizosaccharomyces include those with the insertion of a) ARS 
(gene related to autonomous replication) derived from Schizosaccharomyces pombe. b) the selective 
marker derived from Saccharomyces cerevisiae and complementary to auxotrophy (Mol. Cell Biol. 6, 80 
(1986)), and c) ADH promoter derived from Saccharomyces pombe (EMBO J. 6. 729 (1987)). 

Possible plasmid vectors for use in Zygosaccharomyces include pSB3 derived from Zygosac- 
charomyces rouxii (Nuclei Acids Res. 13, 4267 (1985)). PH05 promoter derived from Saccharomyces 
cerevisiae, and GAP-Zr (carrying the gene for glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) promoter 
derived from Zygosaccharomyces rot/x/7 (Agri. Biol. Chem. 54. 2521 (1990)). 

Possible plasmid vectors for use in Hansenula include the host vector system developed in Hasenula 
polymorpha comprising HARSI and HARS2, the autonomous replication sequence from Hansenula 
polymorpha, which, however, are relatively unstable. Therefore, the integration vector carrying multicopy in 
chromosome is useful (Yeast 7, 431-448 (1991)). Promoters for methanol-inducible AOX (alcohol de- 
hydrogenase) or FDH (formate dehydrogenase) are also useful. 

Possible plasmid vectors for use in Pichia include the host vector system developed in Pichia pastoris 
using the gene participating in the autonomous replication in Pichia (Mol. Cell. Biol. 5, 3376 (1985)) and the 
potent promoter for AOX inducible by the high concentration culture in the presence of methanol (Nucleic 
Acid Res. 15, 3859 (1987)). 

As possible plasmid vectors for use in Candida the host vector system has been developed in Candida 
maltosa, Candida albicans and Candida tropicaiis. in Candida maltose, the plasmid vector with the 
insertion of cloned ARS (autonomous replication sequence) derived from Candida maltosa (Agri. Biol. 
Chem. 51, 51, 1587 (1987)) has been developed for use. 

Possible plasmid vectors for use in Aspergillus, one of the most thoroughly studied molds, include the 
vector constructed by the integration of gene into the plasmid or chromosome and the promoter for the 
extracellular protease or amylase (Trends in Biotechnology 7, 283-287 (1989)). 

As possible plasmid vectors for use in Trichoderma, the host vector system has been developed in 
Trichoderma reesel, and the promoter for the extracellular cellulase is useful for the vector construction 
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(Biotechnology 7. 596-603 (1 989)). 

A method of producing the enzyme of the present invention comprises culturing cells belonging to 
genus Candida or its mutant having the producibility of said enzyme with the following properties 1) to 3) or 
recombinant cells endowed with the producibility of said enzyme by inserting the gene encoding said 
enzyme into a foreign microorganism host. 

1 ) Function 

Said enzyme oxidizes alcohol with NAD+ as the coenzyme producing corresponding ketone or 
aldehyde. Also said, enzyme reduces ketone or aldehyde with NADH as the coenzyme producing 
• corresponding alcohol, 

2) Substrate specificity 

Said enzyme utilizes aliphatic alcohols with aromatic substitution as the substrate for its oxidation 
reaction, showing higher activity toward secondary alcohols as compared with primary ones and oxidizing 
.YS>2-butanol preferentially. Aldehydes or ketones with aromatic substitution are the substrate for reduction 
reaction of said enzyme. 

3) Molecular weight 

The apparent molecular weight of said enzyme is estimated to be about 40.000 by SDS-PAGE. 

Furthermore, said enzyme of the present invention, or microorganism containing said enzyme (including 
its mutant strain and recombinant microorganism), or the processed product thereof can be used to react 
with the racemic aliphatic alcohol with a possible aromatic substitution such as 2-butanol, 2-octanol, 
phenylethanol, 1,3-butanediol and ethyl j3-hydroxy-n-butylate. oxidizing only one of the optically active 
isomers (e.g., fS>isomer in the case of 2-butanol, 2-octanol, phenylethanol, 1,3-butanediol and ethyl ^- 
hydroxy-n-butylate) and producing the other optically active isomer (fl-isomer in the case of 2-butanol, 2- 
octanol, phenylethanol, 1,3-butanediol and ethyl ^S-hydroxy-n-butylate). In this oxidation reaction the coen- 
zyme NAD^ is reduced to NADH. 

NADH thus produced can be converted (regenerated) to NAD^ by, for example, the microbial ability to 
convert NADH to NAD+. NAD+ can be regenerated by adding the enzyme having the activity to oxidize 
NADH to NAD+ such as glutamate dehydrogenase, glucose dehydrogenase, NADH dehydrogenase and 
NADH oxidase, or microorganisms containing these enzymes or the processed products thereof to the 
reaction system. Taking advantage of the substrate specificity of said enzyme of the present invention, a 
simultaneous regeneration of NAD+ with said enzyme alone can be accomplished by adding inexpensive 
substrate of reducing reaction of said enzyme such as acetone or 2-butanone to the reaction system. Also 
.^an optically active alcohol can be produced by treating the corresponding ketonic compound with said 
secondary alcohol dehydrogenase of the present invention or microorganism producing said enzyme 
.(including its mutant strain or recombinant cell) or the processed product thereof; for example, CS>2-butanol 
.:from 2-butanone, (S)-oc\ano\ from 2-octanone, fS>1 -phenylethanol from acetophenone. rS>1,3-butanediol 
from 4-hydroxy-2-butanone, fS>j3-hydroxy-n-butylic acid ester from acetoacetic acid ester. By this reducing 
reaction, the coenzyme NADH is oxidized to generate NAD\ 

NAD+ thus produced can be converted (regenerated) to NADH by, for example, the activity of 
microorganism to convert NAD^ to NADH. The NAD^ reducing activity can be amplified by adding glucose, 
.ethanol or formate to the reaction system. NAD+ can be reduced also by adding the enzyme capable of 
reducing NAD+ to NADH such as formate dehydrogenase, malate dehydrogenase and glucose de- 
hydrogenase, or by adding microorganism containing these enzymes or the processed product thereof to 
the reaction system. Taking advantage of the substrate specificity of said enzyme, simultaneous regenera- 
tion of NADH can be accomplished with said enzyme atone by adding the substrate of oxidative reaction of 
said enzyme such as isopropanol or ethanol to the reaction system. 

Brief description of the drawings 

Rg. 1 shows the electrophoretic pattern of the purified said secondary alcohol dehydrogenase on 
sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel. 

Rg. 2 shows the effect of pHs on the fS>2-butanol oxidizing activity of said secondary alcohol 
dehydrogenase, expressed as relative to the maximum activity (100%) at the optimum pH. 
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Rg. 3 shows the effect of pHs on the 2-butanone reducing activity of said secondary alcohol 
dehydrogenase, expressed as relative to the maximum activity (100%) at the optimum pH. 

Fig. 4 shows the effect of pHs on the remaining activity of said secondary alcohol dehydrogenase after 
the treatment of said enzyme at 30 for 30 min, expressed as relative to the initial activity (100%). 

Rg. 5 shows the effect of heating at different temperature for 10 min on the remaining activity of said 
secondary alcohol dehydrogenase, expressed as relative to the initial activity (100%). 

Rg. 6 shows the base sequence of DNA encoding said secondary alcohol dehydrogenase, amino acid 
sequence deduced from said base sequence and the regions of PGR and reversed PGR primers In said 
sequence. 

Rg. 7 shows the base sequence of DNA encoding said secondary alcohol dehydrogenase, amino acid 
sequence deduced from said base sequence and the regions of PGR and reversed PGR primers in said 
sequence (continuation of Rg. 6). 

Rg. 8 shows the base sequence of DNA encoding said secondary alcohol dehydrogenase, amino acid 
sequence deduced from said base sequence and the regions of PGR and reversed PGR primers in said 
sequence (continuation of Rg. 7). 

Rg. 9 shows the base and amino acid sequences of the mixed PGR primers (GpN and GpTIO). Plural 
bases assigned to the same position in the Rgure indicate that the primer is a mixture of primers with plural 
codons for amino acid. 

Rg, 10 shows the construction of plasmid pGPAOR. 

Rg. 11 shows the construction, of expression vector pKK-GPAI. 

Preferred Embodiments 

In the following section, preferred embodiments describe the present invention in greater detail. 
However, the present invention is not restricted to the example presented here. 

Example 1 (Purification of secondary alcohol dehydrogenase) 

Candida parapsilosis IFO 1396 strain was grown in a YM medium containing glucose (10 g), 
bactopepton (5 g), yeast extract (3 g) and malt extract (3 g) per liter at pH 6.0. Cells were harvested by 
centrifugation. 

The wet cells thus obtained were disrupted in a high pressure cell disintegrator, and centrifuged to 
remove cell debris. To the cell-free extract protamine sulfate was added to remove nucleic acids and 
microsomes. After centrifugation, the supernatant was brought to 70% saturation with ammonium sulfate, 
and the precipitate was collected, subjected to anion exchange chromatography on Q-Sepharose FF, eluted 
with a density gradient of NaCI, and the peak fraction containing said secondary alcohol dehydrogenase 
activity was collected. The active fraction was then subjected to hydrophobic chromatography on a column 
of phenyl-Sepharose equilibrated with a buffer containing 1.62 M ammonium sulfate, and the active fraction, 
was eluted by reducing the ammonium sulfate concentration to 0 M (the enzyme activity was assayed as 
described hereinbefore). After the active fraction was added to a Red Sepharose affinity column, the 
unretained fraction was subjected to a Superdex 200 gel filtration. The recovered active fraction was 
subjected to anion exchange chromatography on a Mono 0 column and eluted with a density gradient of 
NaCI. Only active fractions which gave a single band in the purity test on SDS-PAGE were collected. 

On poiyacrylamide gel electrophoresis (Native-PAGE), the purified secondary alcohol dehydrogenase 
gave one major and several adjacent minor weak protein bands. On activity staining, all protein bands 
showed the secondary alcohol dehydrogenase activity, and on SDS-PAGE this enzyme preparation 
migrated as a single protein band. 

The apparent molecular weight of the purified enzyme estimated by SDS-PAGE was about 40.000 (Fig. 

1). 

Table 1 summarizes the procedure that resulted in a purification of the enzyme with a specific activity 
of 1370 units/mg. 



EP 0 645 453 A2 



Table 1 





Volume (ml) 


Total amount of 
protein (mg) 


Total activity (U) 


Specific activity (U/mg) 


Yield {%) 


Crude extract 


4,800 


157,000 


40,100 




1 uu.u 


rroiarnino suiiaio 


5 200 


94,600 


35,200 


0.371 


87.6 


(NH^hSO* (0-70%) 


550 


78,700 


30,700 


0.390 


76.5 


Q-Sepharose FF 


550 


8,870 


9,730 


1.10 


24.2 


Phenyl Sepharose 


; 22 


191 


5,440 


28.5 


13.6 


Red-Sepharose 


2.4 


22.1 


6,150 


279 


15.3 


Superdex200 


5.34 


3.7 


3,140 


846 


7.8 


Mono-Q 


1.05 


1.7 


2,360 


1,370 


5.9 



Example 2 (pH Optimum of secondary alcohol dehydrogenase) 

The effect of pH on the rS>2-butanol oxidizing activity and 2-butanone reducing activity (assayed under 
the conditions for (S>2-butanol oxidizing activity assay in the presence of NADH (0.4 umol in stead of 
NAD^ following the rate of the oxidation of NADH at 340 nm) was examined under different pHs using 
potassium phosphate (KPB), Tris-HCI and Briton-Robinson buffer. The enzyme activity relative to the 
maximum activity (100%) was shown in Figs, 2 and 3. The pH optimum for the oxidation of rS>2-butanoI 
was 8.5 - 9.5. while that for the reduction of 2-butanone was 5.5 - 6.5. 

Example 3 (Optimum reaction temperature for secondary alcohol dehydrogenase) 

The secondary alcohol dehydrogenase activity was assayed under the standard assay conditions at 
different temperature as shown in Table 2, The optimum reaction temperature of said enzyme was found to 
be 50 'C. 

Table 2 



Temperature ( * C) 


30 


37 


45 


50 


55 


60 


Relative activity (%) 


55 


65 


92 


100 


88 


0 



Example 4 (pH Stability of secondary alcohol dehydrogenase) 

After the purified enzyme was incubated in TrIs-HC! (pH 8.0 - 9.0) and Briton-Robinson buffer (pH 5.0 - 
12.0) at 30'0 for 30 min, the remaining activity was assayed. Said enzyme was most stable at pH ranging 
from 8 to 10.0 (Fig. 4). 

Example 5 (Thermostability of secondary alcohol dehydrogenase) 

After the purified enzyme was incubated at pH 8.0 and 30 - 70*0 for 10 min. the remaining activity 
was assayed. Even after the incubation at 40-C for 10 min, more than 90% of the original enzyme activity 
was retained (Fig. 5). 

Example 6 (Substrate specificity of secondary alcohol dehydrogenase) 

The oxidizing and reducing activities of said enzyme with various alcohols and aldehydes as the 
substrate respectively are summarized in Tables 3 and 4 respectively as compared with the ('S>2-butanol 
oxidizing activity (100%) and 2-butanone reducing activity (100%) respectively. 
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Table 3 



Oxidation Substrate 



Concen- 
tration 



Coenzyme 



(mM) ' 


100 


NAD+ 


60.0 


50 


NAD* 


100.0 


50 


NAD+ 


3.3 


100 


NAD+ 


43.5 


100 


NAD+ 


34.0 


100 


NAD+ 


10.4 


50 


NAD* 


27.7 


5 


NAD+ 


67.7 


5 


NAD+ 


0.0 


5 


NAD+ 


39.2 


20 


NAD+ 


52.8 


50 


NAD+ 


89.3 


50 


NAD+ 


1.1 


50 


NAD+ 


17.8 


50 


NAD+ 


0.3 


100 


NAD+ 


42.6 


50 


NAD+ 


0.1 


20 


NAD+ 


40.8 


50 


NAD+ 


3.2 


50 


NAD+ 


7.9 



Relative 
activity 
(%) 



TO 



75 



20 



25 



2-Propanol 
(S)-2-Butanol 
(R)-2-Butanol 
(RS)-2-Butanol 

2- Pentanol 

3- Pentanol 
2-Hexanol 

(S)-2-0ctanol 
(R)-2-0ctanol 
(RS)-2-0ctanol 

Cyclohexanol 
( S ) -1-Phenylethanol 
( R ) -1-Phenylethanol 
( S ) -1 , 3-Butanediol 
( R) -1 , 3-Butanediol 

2 , 4-Pentanediol 
( 2R, 4R ) -2 , 4-Pentanediol 

4- Methyl-2-pentanol 

( S ) -l-Araino-2-propanol 
( R ) -l-Amino-2-propanol 



Table 4 



30 






Oxidation 


Substrate 


Concentration (mM) 


Coenzyme 


Relative activity (%) 


35 
40 




(RS)-2-Hydroxybutyric acid 

Methanol 

Ethanol 

Aryl alcohol 

1-Propanol 

1-Butanol 

1-Pentanol 

(S)-1,2-Propanediol 

(R)-1 ,2-Propanediol 


100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
50 
50 




0.3 
0.2 
1.0 
2.4 
1.5 
2.3 
1.2 
2.5 
2.0 


45 


Reduction 


2- Butanone 
Acetone 
Acetophenone 
Propionaldehyde 
4-Hydroxy-2-butanone 

3- Hydroxy-3-methyl-2-butanone 


100 
100 
20 
100 
100 
100 


NADH 
NADH 
NADH 
NADH 
NADH 
NADH 


100.0 
123.4 
121.8 
76.2 
41.2 
18.5 



50 

Example 7 (Inhibitor of secondary alcohol dehydrogenase) 

After said enzyme was incubated at 30 -C for 30 min in the presence of various reagents, the remaining 
activity was assayed and expressed as the percentage relative to that (100%) of the untreated enzyme 
55 (Table 5). 
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Table 5 



Inhibitor 


Concentration (mM) 


Relative activity (%) 


Phenylmethane 


1 




sulfonyl fluoride 






p-Chloromercuri 


0.05 


0.0 


benzoic acid 




21 .2 


N-Ethylmaleimide 




lodoacetic acid 






Ethylenediamine 




■i no K 


tetraacetic acid 






o-Phenanthroline 




HgCb 




0.0 


OUOVJ4 




25.5 


ZnCl2 




16.4 


Dlthiothreitol 




0.0 


b-Mercaptoethanol 




3.2 


NH2OH 


0.01 


92.7 


NaN3 


0,02(%) 


89.9 


Crotonic acid 


50 


89.6 



The enzyme activity was markedly inhibited by dlthiothreitol (DTT), iodoacetamide, p-chloromercuriben- 
zolc acid, mercuric chloride, zinc chloride, metal chelator (at high concentration) and 2-mercaptoethanol. 

Example 8 (Analysis of the partial amino acid sequence of seco ndary alcohol dehydrogenase) 

The purified enzyme (0.153 mg) in 50 mM Tris-HCI (pH 9.0) containing 4 M urea was digested with 
lysylendopeptidase (0.53 ug) at 30'C for 6 h. Peptide fragments thus obtained were fractionated by a 
reversed phase HPLC (on a TSK ODS-120T column. TOSO). and eluted with a density gradient of 
acetonitrile in 0.1% trifluoroacetic acid. The amino acid sequence of fractionated peptides were determined 
by a protein sequencer 477A (ABl), and shown in Figs. 6. 7 and 8 (underlined). 

Example 9 (PGR cloning of gene encoding secondary alcohol dehydrogenase) 

A DNA fragment with the sequence deduced from the amino acid sequence near the N-terminal was 
synthesized, in consideration of its degeneracy, as a mixed PGR primer (CpN). Another DNA sequence 
complementary to that deduced from the amino acid sequence near the C-terminal was synthesized as 
another mixed PGR primer (GpT10). These base sequences are shown in Fig. 9. DNA synthesis was earned 
out with an ABl DNA synthesizer 381 A. 

Example 10 (Preparation of chromosomal DNA from Ca ndida parapsilosis) 

Candida parapsilosis IFO 1398 was grown in a YEPD medium (100 ml) (1% yeast extract. 2% 
polypeptone and 2% glucose) and centrifuged. Cells were suspended in 0.1 M ethylenediaminetetraacetjc 
acid (EDTA) containing 25 mM sorbitol and centrifuged again. To the recovered cells suspended in 50 mM 
potassium phosphate (pH 7.5, 10 ml) containing 1 M sorbitol, 0.1 M 2-mercaptoethanol, chymolyase (0.4 
ml) was added, and the mixture was incubated at 30-C to obtain protoplast. After the formation of 
protoplast was confirmed under the microscope, the mixture was centrifuged. To the recovered cells 
Suspended in 50 mM Tris-HCI (pH 7.4, 12 ml) containing 20 mM EDTA, 10'/^ SDS (sodium doc^ecylsul- 
fate 1 2 ml) was added, thoroughly mixed, and incubated at 65-G for 80 min. Then, after the addition of 5 
M potassium acetate (pH 5.0, 3.6 ml), the mixture was left on ice for 60 min to precipitate the denatured 

"^'^ After removing the denatured protein by centrifugation. an equal volume of isopropanol was added to 
the recovered supernatant, and gently mixed. Precipitated DNA was collected by centrifugation dned 
dissolved in 10 mM Tris-HCI (pH 7.4) containing 1 mM EDTA. To this mixture. RNase (1 mg/ml. 0.75 m^ 
was added, and incubated at 37-C for 1 h to degrade contaminating RNA. Then after the successive 
extraction with phenol, phenol/chloroform, and phenol, DNA was recovered by ethanol precipitation and 
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used as the template for PCR described in Example 11. 

Example 11 (Cloning of secondary alcohol dehydrogen ase gene by PGR) 

Using said chromosomal DNA of Candida parapsilosis (50 ng) prepared in Example 10 as the 
template, PCR was performed for amplification in a PCR buffer [10 mM Tris-HCI (pH 8.3). 50 mM KCI. 1.5 
mM MgCIa 0 2 mM each dNTP. 0.01% gelatin, and 2 units TaqDNA polymerase (Roche)] with a set of said 
mixed PCR primers (CpN and CpTIO. 100 pmol each) synthesized in Example 9. After 30 cycles of heat 
denaturation (94 ?C. 30 sec), annealing (45 'C. 30 sec) and extension (60 'C. 2 min). the PCR "I'^ture was 
cooled to 4'C. and the amplification of DNA was confirmed by agarose-gel electrophoresis of the PCR 
products. 

Example 12 (Subcloning of DNA amplified by PCR) 

The DNA amplified by PCR in Example 11 was subcloned into pUCIS with a SureClone Ligation Kit 
(Pharmacia) The base sequence of the construct determined with an ABI DNA Sequencer 373A was found 
to consist of 971 bases including the sequence of said PCR primers, CpN and CpTIO, which sandwiched 
said DNA sequence between them as shown in Figs. 6. 7 and 8. This sequence is designated as "core 
sequence" hereinafter. 

Example 13 (Cloning of base sequence surrounding the core sequence by r eversed PCR) 

The base sequence complementary to a region near the 5'-side of the core sequence. CAATT- 
GACCCGCTTTGGGC (CPA-MUN) and that to a region near the 3'-side. TTCGAATCTTGGGATGTTTTTG 
(CPA-NSP) were synthesized as the reversed PCR primers. Regions of these primers in the DNA molecule 
encoding said secondary alcohol dehydrogenase are shown in Figs. 6, 7 and 8. 

Chromosomal DNA of Candida parapsilosis was digested with a restriction enzyme Haell and the 
digest was self-circularized by T4 DNA ligase to be used as the template of reversed PCR. 

PCR was performed in the PCR buffer (described in Example 11) containing auto-recircularization 
product (50 ng) and a set of said synthetic primers, CPN-MUN and CPA-NSP (20 pmol each). After 30 
cycles of heat-denaturation (94 -C, 30 sec), annealing (50 'C, 30 sec) and extension reaction (70 'C, 2 mm), 
the amplified DNA fragment was subcloned into pUC18 with a SureClone Ligation Kit (Pharmacia) and then 
the entire base sequence was determined with an ABI DNA Sequencer as described in Example 12. 

Example 14 (Synthesis of the gene encoding secondary alcohol dehydrogena se by PCR) 

The restriction site was introduced to the DNA molecule encoding said enzyme by PCR with 
appropriate primers. Using said DNA prepared in Example 10 as the template. PCR was performed for 
amplification of a DNA fragment of about 1030 bp with a 5'-primer [CPA-ATQ] (5"-TCGCGAATTCAATG- 
TCAATTCCATCAAGCCAG-3") having the EcoRI restriction site and a 3'-primer [CPA-TAG] (5'-AGATCT- 
TACTATGGATTAAAAACAACTCTA-3') having the Bglll restriction site. DNA was synthesized with an ABI 
DNA Synthesizer 381 A as in Example 11. 

Example 15 (Subcloning of DNA amplified by PCR) 

The PCFi fragment amplified as described in Example 14 was subcloned into the Smal site of pUC18 
having multicloning sites with SureClone Ligation Kit (Pharmacia) (Fig. 10). In the constructed plasmid 
(designated as pCPA6R), the lactose promoter was inserted in the opposite direction (included in the region 
designated as "lac Z" in Rg. 10). 

Example 16 (Construction of plasmid pKK-CPAI. gene for the expr ession of secondary alcohol de- 
hydrogenase) 

Said gene of said secondary alcohol dehydrogenase was subcloned into the expression vector pKK223- 
3 (Pharmacia) by the following procedure and the constnjct was designated as pKK-CPAI. Said plasmid 
PCPA6R was digested by EcolCRi (Promega), linked with Hindlll linker (Takara) and then cleaved with 
EcoRI (Takara) and Hindlll (Takara) to extract the DNA fragment encoding said secondary alcohol 
dehydrogenase. Then said DNA fragment was linked to the cleaved product of the expression vector. 
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PKK223-3 with restriction enzymes EcoRI and Hindlll to construct the gene expression vector for said 
secondary alcohol dehydrogenase. pKK-CPA1 (Rg. 11). 

Example 17 (Production of said secondary alcohol dehydrogenase) 

* Competent cells of Escherichia coli JM109 were prepared and transformed with said expression vector 
pKK-CPA1 to produce a said secondary alcohol dehydrogenase producing strain. This strain was grown in 
an LB medium (consisting of 1% polypeptone. 0.5% yeast extract and 1.0% NaCI, pH 7.2) containing 
ampicillin (0.1 mg/ml) at 30 'C for 3 h. After the addition of isopropylthiogalactoside (IPTG) to a 1 mM final 

10 concentration, the culture was incubated for further 5 h. then the culture was centrifuged to collect cells. 

Example 18 (Activity evaluation of transformed cells by enzymatic reaction) 

The cells prepared according to Example 17 were suspended in 50 mM Tris-HCI (pH 9.0) containing 
15 0 01% 2-mercaptoethanol.: and sonicated to obtain the crude enzyme solution. Said enzyme solution was 
added to a reaction mixture consisting of 50 mM Tris-HCI (pH 9.0), 50 mM rs>1 ,3-butanediol and 2.5 mM 
NAD+. and the rate of NAD+ reduction was followed at 340 nm. Results of CS>1 .3-butanediol oxidizing 
activity thus assayed are: shown in Table 6. As the control, results of similar activity assay of the host 
Escherichia coli cells which were not transformed with the expression plasmid pKK-CPAl are also shown 
20 in Table 6. 

Table 6 



Strain 


Specific activity (Unit/mg) 


Escherichia coli Mm (pKK-CPAl) 
Escherichia coli J M 1 09 


0.581 
0.0 



30 



35 



40 



45 



Example 19 (Production of (ff>1 , 3-butanediol by recombinant bacteria cells) 

To the cells prepared according to Example 17, racemic 1 , 3-butanediol and CaCOa were added to a 
final concentration of 5% and 0.8% respectively, and the mixture was incubated in test tubes of 21 -mm 
diameter at 30* C for 17 h on shaking (250 rpm). Cell concentration at the beginning of reaction was 
adjusted to Aeso = 20. After the reaction, cells were removed by centrifugation, and the supernatant (500 
III) was saturated with NaCI. and then the remaining 1 .3-butanediol was extracted with ethyl acetate (2 ml). 
After the removal of solvent from the extract, the residue was acetylated by the addition of acetyl chloride 
(100 ul). Aceylated 1 .3-butanediol was dissolved in n-hexane (1 ml), and the optical purity was assayed by 
high performance liquid chromatography on an optical resolution column [Chiralcel OB (Daicel Chem. Ind.); 
solvent, n-hexane/2-propanol = 19/1; wave length. 220 nm; elusion rate. 1.0 ml/min; temperature, 40*0] 
(retention time: CS>isomeV. 15 min; (^fl>isomer. 19.3 min). 

Furthermore, after the supernatant described above was appropriately diluted with distilled water, the 
concentration of 1 ,3-butanediol therein was determined by gas chromatography [column (3 mm in diameter 
x 2.1 m in length). Thermon 3000 5%/chromosorb W 80 - 100 mesh (Shinwakako); temperature. 130'C]. 
The optical purity and yield of 1 ,3-butanediol were summarized in Table 7. As the control, results of similar 
assay with the host Escherichia coli cells which were not transformed with the expression plasmid pKK- 
CPA1 were also listed in Table 7. Yield in Table 7 is "the molar ratio of the remaining 1 ,3-butanediol after 
the reaction to the initial racemic 1 .3-butanediol added". 
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Table 7 



55 



Strain 


Optical purity (%ee R) 


Yield (%) 


Escherichia coli JM109 (pKK-CPAi) 
Escherichia coli J Ml 09 


93.2 
0.0 


48.3 
88.8 
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By the present invention it became possible to obtain a novel secondary V^^^j^f ^ill; 

stereochemical specificity. DNA encoding said enzyme, and microorganism transformed by DNA encodmg 

'^'"^Jsinrsaid enzyme, the microorganism (including its mutant and transformant) producing said enzyme 
or the processed products thereof, it became possible to produce an optically active alcohol from the 
racemic alcohol or asymmetric ketone. 

SEQUENCE LISTING 

(1) GENERAL INFORMATION: 

(i) APPLICANT: 

(A) NAME: Daicel Chemical Industries, Ltd. 

(B) STREET: 1, Teppo-cho, Sakai-shi 
75 (C) CITY: Osaka 

(E) COUNTRY: Japan 

(F) POSTAL CODE (ZIP): none 

(LL) TITLE OF INVENTION: A novel enzyme, a method to prepare said 
^ ' enzyme, a DNA segment encoding said enzyme, a transformant 
20 containing said DNA segment and a method of preparing 

optically active alcohol using said enzyme 

(iii) NUMBER OF SEQUENCES: 2 

(iv) COMPUTER READABLE FORM: 
25 (A) MEDIUM TYPE: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

p SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (EPO) 



30 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 1: 



(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 1011 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 
35 (D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic) 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Candida parapsilosis 



40 



(ix) FEATURE: 

(A) NAME /KEY: CDS 

(B) LOCATION: 1,.1011 



45 (xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: I: 

ATG TCA ATT CCA TCA AGC CAG TAC GGA TTC GTA TTC AAT AAG CAA TCA 
Met Ser He Pro Ser Ser Gin Tyr Gly Phe Val Phe Asn Lys Gin Ser 
1 5 10 

50 GGA CTT AAT CTG AGA AAT GAT TTG CCT GTC CAC AAG CCC AAA GCG GGT 
Gly Leu Asn Leu Arg Asn Asp Leu Pro Val His Lys Pro Lys Ala Gly 
20 25 

CAA TTG TTG TTG AAA GTT GAT GCT GTT GGA TTG TGT CAT TCT GAT TTA 

55 



48 



96 



144 
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Gin Leu 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



Leu Leu 
35 



Lys Val Asp 



CAT GTC 
His Val 
50 

CAT GAA 
His Glu 
65 

TAG AAG 
Tyr Lys 



GGG TGC 
Gly Cys 



TTT GGT 
Phe Gly 



ATT TAC 
He Tyr 



ATT GCT 
He Ala 



GTT GGT 
Val Gly 



AAG TAT 
Lys Tyr 
100 



GAA GGG TTG 
Glu Gly Leu 
55 

GGA ACT GTT 
Gly Thr Val 
70 

GAT CGT GTT 
Asp Arg Val 
85 

TGT CGT GGT 
Cys Arg Gly 



Ala val 
40 

GAT TGT 
Asp Cys 



Gly Leu Cys His Ser Asp Leu 
45 



GCT GCT 
Ala Ala 



GCC TGT 
Ala Cys 



GAT TGG 
Asp Trp 
115 



TTC GGA TTG 
Phe Gly Leu 



TTG TTG 
Leu Leu 
130 

TCT GCA 
Ser Ala 
145 

CAC GCA 
His Ala 



ATT GGT 
He Gly 



TTT GGT 
Phe Gly 



GTT ACT 
Val Thr 



GAC GTG 
Asp Val 



AGA CCA CGT 
Arg Pro Arg 
135 

GCT GCG GCT 
Ala Ala Ala 
150 



GCC ATT 
Ala He 
105 

GGG TAC 
Gly Tyr 
120 

AAC TTG 
Asn Leu 



GGT GAT 
Gly Asp 



GTG GGT 
Val Gly 
75 

GTC GGA 
Val Gly 
90 

GAC AAT 
Asp Asn 



GAT GGT 
Asp Gly 



TCT CGT 
Ser Arg 



ATC AAG 
He Lys 



CAA GCA 
Gin Ala 
210 

TCC ATT 
Ser He 
225 

CAA GCT 
Gin Ala 



GCT GGT 
Ala Gly 
180 

GCG AAA 
Ala Lys 
195 

AAG AAG 
Lys Lys 



ATG GCT CAA 
Met Ala Gin 
165 

GGA TTG GGT 
Gly Leu Gly 



TCA ACT 
Ser Thr 



GTG TCA 
Val Ser 



GAT GCT 
Asp Ala 
155 



AAT TAT GTC ATG GGA 
Asn Tyr Val Met Gly 
60 

GAT GAT GTC ATT AAC 
Asp Asp Val He Asn 
80 

CCC AAT GGA TGT GGT 
Pro Asn Gly Cys Gly 
95 

GTA TGT AAA AAC GCA 
Val Cys Lys Asn Ala 
110 

GGG TAT CAA CAG TAC 
Gly Tyr Gin Gin Tyr 
125 

ATC CCA GAT AAC GTA 
He Pro Asp Asn Val 
140 

GTA TTG ACA CCA TAT 
Val Leu Thr Pro Tyr 
169 



GTT ACT GTT 
Val Thr Val 



TCT CCT 
Ser Pro 



ACA TTT 
Thr Phe 



TTG GGT GCT 
Leu Gly Ala 
215 

GGC TCT TTT 
Gly Ser Phe 
230 

GAT GTA TGT 
Asp Val Cys 
245 



GGA AAT 
Gly Asn 
185 

TTG GAC 
Leu Asp 
200 

GAT GCA 
Asp Ala 



CCA ACT 
Pro Thr 
170 

GCA ATT 
Ala He 



AAA AAA 
Lys Lys 

GTT TAT 
Val Tyr 



TCA GCA 
Ser Ala 



CAA AAG 
Gin Lys 



TGT TTT 
Cys Phe 
235 

TAT GTT 
Tyr Val 
250 



TCG AAT ATC TTG CTT 
Ser Asn He Leu Leu 
175 

CAA GTT GCC AAG GCA 
Gin Val Ala Lys Ala 
190 

AAG GAG GCT CGT GAC 
Lys Glu Ala Arg Asp 
205 

GAA ACA TTG CCA GAA 
Glu Thr Leu Pro Glu. 
220 

GAT TTT GTT TCA GTG 
Asp Phe Val Ser Vai 
240 

GAA CCA AAG GGT GTA 
Glu Pro Lys Gly Val 
255 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



50 



55 



EP 0 645 453 A2 



10 



15 



ATT ATG CCC GTG GGA CTC GGT GCT CCT AAT TTA TCG TTT AAT TTG GGA 
ne Met Pro Val Gly Leu Gly Ala Pro Asn Leu Ser Phe Asn Leu Gly 
260 265 

GAT TTG GCA TTG AGA GAA ATT CGA ATC TTG GGT AGT TTT TGG GGA ACT 
ASP III Ma III iTg Glu He Arg He Leu Gly Ser Phe Trp Gly Thr 
275 280 285 

ACT AAT GAT TTG GAT GAT GTT TTG AAA TTG GTT AGT GAA GGT AAA GTT 
S Sp. LeS ASP ASP Val Leu Lys Leu Val Ser Glu Gly Lys Val 
290 295 300 

AAA CCC GTT GTG AGA AGT GCC AAA TTG AAG GAA TTG CCA GAG TAT ATT 
^ Pro Vai val Arg Ser Ala Lys Leu Lys Glu Leu Pro Glu Tyr lie 
305 310 Jib 

GAA AAA TTG AGA AAC AAT GCT TAT GAA GGT AGA GTT GTT TTT AAT CCA 
S ^ Asn Asn Ala Tyr Glu Gly Arg Val Val Phe Asa Pro 

325 330 -^^^ 

TAG 



816 



864 



912 



960 



1008 



1011 



20 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
25 (A) LENGTH: 336 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: protein 

3^ (xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2: 

Met Ser lie Pro Ser Ser Gin Tyr Gly Phe Val Phe Asn Lys Gin Ser 
1 5 10 

Gly Leu Asn Leu Arg Asn Asp Leu Pro Val His Lys Pro Lys Ala Gly 
20 25 

Gin Leu Leu Leu Lys Val Asp Ala Val Gly Leu Cys His Ser Asp Leu 
35 40 ^-^ 

His val lie Tyr Glu Gly Leu Asp Cys Gly Asp Asn Tyr Val Met Gly 
50 55 50 

His Glu lie Ala Gly Thr Val Ala Ala Val Gly Asp Asp Val He Asn 
65 70 75 

Tyr Lys Val Gly Asp Arg Val Ala Cys Val Gly Pro Asn Gly Cys Gly 
^ 85 ^0 

Gly Cys Lys Tyr Cys Arg Gly Ala He Asp Asn Val Cys Lys Asn Ala 



35 



40 



45 
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100 105 

Phe Gly Asp Trp Phe Gly Leu Gly Tyr Asp Gly Gly Tyr Gin Gin Tyr 
115 120 125 

Leu Leu Val Thr Arg Pro Arg Asn Leu Ser Arg lie Pro Asp Asn Val 
130 135 

ser Ala Asp Val Ala Ala Ala Ser Thr Asp Ala Val Leu Thr Pro Tyr 

145 150 

His Ala lie Lys Met Ala Gin Val Ser Pro Thr Ser Asn He Leu Leu 
165 170 ^'^ 

He Gly Ala Gly Gly Leu Gly Gly Asn Ala He Gin Val Ala Lys Ala 

Phe Gly Ala Lys Val Thr Val Leu Asp Lys Lys Lys Glu Ala Arg Asp 
195 200 205 

Gin Ala Lys Lys Leu Gly Ala Asp Ala Val Tyr Glu Thr Leu Pro Glu 
210 215 220 

ser He Ser Pro Gly Ser Phe Ser Ala Cys Phe Asp Phe Val Ser Val 
225 230 235 

Gin Ala Thr Phe Asp Val Cys Gin Lys Tyr Val Glu Pro Lys Gly Val 
245 250 

He Met Pro Val Gly Leu Gly Ala Pro Asn Leu Ser Phe Asn Leu Gly 
260 265 27U 

ASP Leu Ala Leu Arg Glu He Arg He Leu Gly Ser Phe Trp Gly Thr 
275 280 285 

Thr Asn Asp Leu Asp Asp Val Leu Lys Leu Val Ser Glu Gly Lys Val 
290 295 300 

Lys Pro val Val Arg Ser Ala Lys Leu Lys Glu Leu Pro Glu Tyr He 
305 310 315 

Glu Lys Leu Arg Asn Asn Ala Tyr Glu Gly Arg Val Val Phe Asn Pro 
, 330 -iJ^ 



Claims 

1. An enzyme with the following physicochemical properties 1) to 3): 

1) Functions z . , -.i, MAn+ 

Said enzyme produces aldehydes or ketones through the oxidation of alcohols with NAD • 
[nicotinamide adenine dinucleotide (oxidized)l as the coenzyme. Contrarily the enzyme produces 
alcohols through the reduction of ketones or aldehydes with NADH (nicotinamide adenine 
dinucleotide (reduced)] as the coenzyme. 

2) Substrate specificity . . ^ u 

Said enzyme oxidizes aliphatic alcohols including those with the aromatic substitution and shows 
a higher activity towards the secondary alcohols than the primary ones, oxidizing rs>2-butanol 
preferentially. Said enzyme also reduces aldehydes and aliphatic ketones with aromatic substitu- 
tions. 
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3) Molecular weight 

The apparent molecular weight of said enzyme was estimated to be about 40.000 by bDb- 
PAGE. 

2. The preparative method of said enzyme as described in Claim 1 from the culture medium of the 
microorganism belonging to genus Candida which produces said enzyme. 

3. In the method as described in Claim 2, the microorganism belonging to genus Candida is Candida 
parapsilosls. 

4. A DNA segment encoding said enzyme as described in Claim 1 . 

5. The DNA sequence according to Claim 4 wherein said segment essentially has a base sequence 
encoding the proteins as defined in Figs. 6, 7, and 8. 

6. The DNA segment according to Claim 5 wherein said segment has a base sequence encoding the 
proteins as defined in Figs. 6, 7, and 8. 

7. The DNA segment according to Claim 5 wherein said segment contains a base sequence encoding the 
20 proteins wherein the amino acid sequence as defined in Figs. 6, 7, and 8 is modified by the 

substitution, insertion or deletion of certain amino acids. 

8. A vector comprising either of said DMAs according to Claims 4 to 7. 

25 9. A microorganism stably transformed with either of said DNAs according to Claims 4 to 7. 

10. A method of producing said enzyme according to Claim 1 comprising culturing said microorganism as 
described in Claim 9 and isolating said enzyme as described in Claim 1 from the culture. 

30 11. A method of producing alcohol comprising reacting ketone or aldehyde with said enzyme according to 
Claim 1 or with said microorganism producing said enzyme or processed product thereof and reducing 
said ketone or aldehyde to alcohol. 

12. A method of producing an optically active alcohol comprising reacting asymmetric ketone with said 
35 ' enzyme according to Claim 1 or with said microorganism producing said enzyme or processed product 

thereof and reducing said ketone to an optically active alcohol. 

13. A method of producing ketone or aldehyde comprising reacting alcohol with said enzyme according to 
Claim 1 or with said microorganism producing said enzyme or processed product thereof and oxidizing 

40 said alcohol to ketone or aldehyde. 

14. A method of producing an optically active alcohol comprising reacting racemic alcohol with said 
enzyme according to Claim 1 or with said microorganism producing said enzyme or processed product 
thereof and oxidizing either of optically active isomers preferentially to isolate the remaining optically 

45 active alcohol. 

15. Either of methods according to Claims 11 to 14 comprising utilizing said enzyme derived from 
microorganism as described in Claim 9 or said microorganism as described in Claim 9 or processed 
product thereof. 

50 
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DNA encoding said secondary alcohol dehydrogenase 

10 20 30 40 50 60 

ATGTCAATTCCATCAAGCCAGTACGGATTCGTATTCAATAAGCAATCAGGACTTAATCTG 
HetSer 1 1 eProSerSerG 1 nTy rG 1 yPheVa I PheAsnLysG 1 nSerG 1 vLeuAsnLeu 

.CpN ■ . 



70 80 90 100 110 120 

AGAAATGATTTGCCTGTCCACAAGCCCAAAGCGGGTCAATTGTTGTTGAAAGTTGATGCT 
ArgAsnAsDi.ftiiProVal Hi s l.vsProLvsAI aG 1 yG 1 nLeuLeuLeuLysVa 1 AspA 1 a 

^ CPA-HUN 

130 140 150 160 170 180 

GTTGGATTGTGTCATTCTGATTTACATGTCATTTACGAAGGGTTGGATTGTGGTGATAAT 
Val ClvLeuCysHisSerAspLeuHisVal I leTvrGluGlyl.euAspCysGlvAsDAsn 

190 200 210 220 230 240 

TATGTCATGGGACATGAAATTGCTGGAACTGTTGCTGCTGTGGGTGATGATGTCATTAAC 
Ty rVa 1 MetG 1 yll i sG 1 u 1 1 eA 1 aG 1 yTh r Va 1 A 1 aA 1 aVa 1 G 1 yAspAspVa 1 1 leAsn 

i 

250 260 270 280 290 300 

TACAAGGTTGGTGATCGTGTTGCCTGTGTCGGACCCAATGGATGTGGTGGGTGCAAGTAT 
Ty rLysVal G 1 yAspArgVa 1 A I aCys Val G 1 yProAsnG 1 yCysG 1 yGl yCysLysTy r 

310 320 330 340 350 380 

TGTCGTGGTGCCATTGACAATGTATGTAAAAACGCATTTGGTGATTGGTTCGGATTGGGG 
Cys ArgG 1 yA 1 a i 1 eAspAs n Va I Cys Lys As nA 1 aPheG 1 yAspT rpPheG I yLeuG 1 y 
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370 380 390 400 410 420 

TACGATGGTGGGTATCAACAGTACTTGTTGGTTACTAGACCACGTAACTTGTCTCGTATC 
TyrAspGlyGlyTyrGInGlnTyrLeuLeuValThrArgProArgAsnLeuSerArgI le 

430 440 450 460 470 480 

CCAGATAACGTATCTGCAGACGTGGCTGCGGCTTCAACTGATGCTGTATTGACACCATAT 
P roAspAs nVa 1 Ser A 1 aAs pYa 1 A 1 aA 1 aA 1 aSerThrAspA 1 aVa 1 LeuThrProTy r 

490 500 510 520 530 540 

CACGCAATCAAGATGGCTCAAGTGTCACCAACTTCGAATATCTTGCTTATTGGTGCTGGT 
H is A 1 a 1 1 eLysMet A 1 aG 1 nVa 1 SerProThrSerAsn 1 1 eLeuLeu 1 1 eG 1 yA 1 aG I y 

550 560 570 580 590 600 

GGATTGGGTGGAAATGCAATTCAAGTTGCCAAGGCATTTGGTGCGAAAGTTACTGTTTTG 
G 1 yLeuG 1 yG 1 yAsnA 1 a 1 1 eG 1 nVa 1 A 1 aLy s A 1 aPheG 1 y A 1 aLy s Va 1 ThrVa 1 Leu 

610 620 630 640 650 660 

GACAAAAAAAAGGAGGCTCGTGACCAAGCAAAGAAGTTGGGTGCTGATGCAGTTTATGAA 
AspLysLysLysG 1 uA 1 aArgAspG 1 nA 1 aLysLysLeuG I yA 1 aAs pA 1 aVa 1 Ty rG 1 u 

670 680 . 690 700 710 720 

ACATTGCCAGAATCCATTTCTCCTGGCTCTTTTTCAGCATGTTTTGATTTTGTTTCAGTG 
ThrLeuProGl uSer 1 1 eSerProGl yS erPheSerA 1 aCysPheAspPheVal SerVal 

730 740 750 760 770 780 

CAAGCTACATTTGATGTATGTCAAAAGTATGTTGAACCAAAGGGTGTAATTATGCCCGTC 
GlnAlaThrPheAspValCysGlnLysTyrValGluProLysGlyVal lleMetProVal 
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790 800 810 820 830 840 

GGACTCGGTGCTCCTAATTTATCGTTTAATTTGGGAGATTTGGCATTGAGAGAAATTCGA 
G 1 yLeuG 1 yA 1 aProAsnLeuSer PheAsnLeuG 1 yAspLeuA 1 aLeuArgG 1 u 1 1 eA rg 



850 860 870 880 890 900 

ATCTTGGGTAGTTTTTGGGGAACTACTAATGATTTGGATGATGTTTTGAAATTGGTTAGT 
1 1 eLeuG 1 vSer PheTroG I yThrThrAsnAspLeuAspAspVa 1 LeuLysLeu Va 1 Ser 
CPA-NSP 



910 920 930 940 950 960 

GAAGGTAAAGTTAAACCCGTTGTGAGAAGTGCCAAATTGAAGGAATTGCCAGAGTATATT 
GluGlyLysValLysProValValArgSerA laLysl,piil.v.'^niii».ft"ProGluTvrI le 

970 980 990 1000 1010 

GAAAAATTGAGAAACAATGCTTATGAAGGTAGAGTTGTTTTTAATCCATAG 
G I uLysLeuArgAsnAs nA 1 aTvrG 1 uG 1 yArgVa 1 Va 1 PheAs nPro m 
CpTlO 
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(CpN) 
Amino acid 

sequence • Tyr-Gly-Phe-Val-Phe-Asn-Lys-Gl n 
DNA sequence : 5' TAT-GGT-TTT-GTT-TTT-AAT-AAA-CA 
(CpN) CCCCCCG 

A A 

G G 

(CpTlO) 

Amino acid . . ., „ ^. . 

sequence ■ Asn-Asn-Al a-Tyr-Gl u-Gly-Arg 

DNA sequence : 5 '. AAT-AAT-GCT-TAT-GAA-GGT-CG 3 ' 

C C C 0 G C A 
A A 
G G 

Complementary 

sequence : 3' TTA-TTA-CGA-ATA-CTT-CCA-GC . 5' 
(CpTlO) G G G G C GT 

T T 
C C 



FIG. 9 



EP 0 645 453 A2 



pCPASR 




(Smal 434) 

EcoRI 441 



Bglll 1461 
EcolCRI 1474 



FIG. 10 



pKK-CPAl 
EcoR1 1 

Ptac 

CpADH2 



pKK-CPAl rr^B 
5591 bp 



,Bglll 1021 
.Hindtll 1035 



rop 



Amp. 



on 



FIG. II 



(19) 



J 




(12) 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Off ice europ6en des brevets (11) EP 0 645 453 A3 

EUROPEAN PATENT APPLICATION 



(88) Date of publication A3: 

26,03.1997 Buiietin 1997/13 

(43) Date of publication A2: 

29.03.1995 Bulletin 1995/13 

(21) Application number: 94115138.3 

(22) Date of filing: 26.09.1994 



(51) Int. Cl.^: CI 2N 15/53, CI 2N 9/04, 
CI 2N 1/21, C12N 15/70, 
CI 2P 7/24, C12P7/04, 
C12P 41/00 



(84) Designated Contracting States: 
DE FR GB IT NL 

(30) Priority: 24.09.1993 J P 261649/93 

28.12.1993 JP 337191/93 

02.08.1994 JP 181308/94 

(71) Applicant: DAICEL CHEMICAL INDUSTRIES, LTD. 
Sakai-shi, Osaka (JP) 

(72) Inventors: 

• Kojima, Tomoko 
Tsukuba-shi, Ibaraki (JP) 



• Yamamoto, Hiroaki 
Tsukuba-shi, Ibaraki (JP) 

• Kawada, Naoki 
Tsukuba-shi, ibaraki (JP) 

• IVIatsuyama, Akinobu 
Arai-shi, Niigata (JP) 

(74) Representative: KUHNEN, WACKER & PARTNER 
Alois-Steinecker-Strasse 22 
85354 Freising (DE) 



(54) Alcohol de hydrogenase, DNA encoding It, preparation and method of preparing optically 
active alcohols 



(57) [Object] 



The present invention provides a novel secondary 
alcohol dehydrogenase useful for the synthesis of opti- 
cally active alcohol and DNA encoding said enzyme. A 
microorganism belonging to genus Candida was found 
to produce a novel secondary alcohol dehydrogenase 
with a high stereochemical specificity Using said 
enzyme, optically active alcohols were prepared, and by 
cloning of DNA encoding said enzyme, the base 
sequence of said DNA was determined. By providing a 
novel secondary alcohol dehydrogenase with a high 
stereochemical specificity and the gene encoding said 
enzyme, an efficient production of optically active alco- 
hols became possible. 



100 



70- 

60- 

50 

40 

30 

20 

10 



Trls-HCl / 

/ Glycine-NaOH 




10 



P H 

FIG. 2 



CO 

< 

CO 

in 
in 



EP 0 645 453 A3 



J) 



European Patent 
Office 



EUROPEAN SEARCH REPORT 



Application Number 

EP 94 11 5138 



DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 



Citation of documetrt with indication, where appropriate, 
of rekvant passages 



Relevant 
to claim 



CLASSinCATION OF THE 
APPUCATION ant.CL6) 



WO 93 18138 A (FORSCHUNGSZENTRUM JULICH 
GMBH) 16 September 1993 

* page 1, paragraph 6 - page 3, paragraph 
3 * 

* page 3, paragraph 5 * 

* page 6, paragraph 1 - page 9, paragraph 

2 * 

* page 13, paragraph 3 - page 15, 
paragraph 3; table 5 * 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 

vol. 268, no. 11, 15 April 1993, MD US, 

pages 7792-7798, XPO020242GO 

DAVID W. GREEN ET AL,: "Inversion of the 

substrate specificity of yeast alcohol 

dehydrogenase" 

* page 7795, left-hand column, paragraph 2 

* page 7795, right-hand column, paragraph 

3 - paragraph 4; table V * 

JOURNAL OF ORGANIC CHEMISTRY, 

vol. 57, no. 5, 28 February 1992, EASTON 

US, 

pages 1526-1532, XPOO20242O1 
CURT W. BRADSHAW ET AL.: "A Pseudonwnas 
sp. alcohol dehydrogenase with broad 
substrate specificity and unusual 
stereospecificity for organic synthesis" 

* page 1526, left-hand column, paragraph 1 
- page 1529, right-hand column, last 
paragraph * 



I- 3, 

II- 14 



Hie present search report has been drawn up for aU daims 



C12N15/53 

C12N9/04 

C12N1/21 

C12N15/70 

C12P7/24 

C12P7/04 

C12P41/00 



1.11-14 



1-15 



TECHNICAL FIELDS 
SEARCHED (Int.a.6) 



C12N 
C12P 



8 
I 

8 



THE HAGUE 



of CM^lM at the leank 

30 January 1997 



Montero Lopez, B 



CATEGORY OF QTED DOCUMENTS 

X : particularly relevant If takes alone 

Y : particularly relevant if conbineA witb anothff 

iocumeot of the same category 
A : technological backgrouorf 
O : non-wrtttco disclosure 
P : tntermedtate document 



T : theory or prindple underlying the inveotioa 
E : earlier patent document, but pubUsbed on, or 

after the filing date 
D : document dted in the application 
L : document cited for other reasons 



& : moBber of the same patent family, corresponding 
document 




Pl^nr WELTORGANISATION FOR GEISTTGES EIGENTUM 

X X Intemaiionales Buro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 

INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation ^ : 

C12N 15/53, C12P 7/42, 7/62, lyOO, 
13/02 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 99/42590 

26. August 1999 (26.08.99) 



(43) Internationales 

Veroffentlich ungsdatum : 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP99/01017 

(22) Internationales Anmeldedatum: 18. Februar 1999 (18.02.99) 



(30) Prioritatsdaten: 

388/98 



18. Februar 1998 (18.02.98) CH 



(71) Anmelder (jUr alle Bestimmungsstaaten ausser US): LONZA 

AG [CH/CH]; (Geschaftslcitung: 4002 Basel), CH-3945 
Gampcl (CH). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): PETERSEN, Michael 
[DE/CH]; Sandstrasse 7, CH-3930 Visp (CH). BIRCH, 
01 wen [GB/CH]; Weingartenweg 16, CH-3930 Visp 
(CH). SHIMIZU, Sakayu (JP/JP]; Kyoto University, 
Sakyo-Ku, Kyoto 606-8502 (JP). KIENER, Andreas 
[CH/CH]; Meisenweg 5, CH-3930 Visp (CH). HISCHIER, 
Marie-Luise [CH/CH]; Sandstrasse 1, CH-3930 Visp (CH). 
THONI. Susannc [CH/CH]; Bahnhofstrasse 3. CH-3904 
Waters (CH). 

(74) Anwalte: RITTHALER, Wolfgang usw.; Winter. Brandl & 
Partner. Alois-Steinecker-Strasse 22, I>-85354 Freising 
(DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: AL. AM. AT. AU, AZ. BA. BB, BG, 
BR, BY, CA, CH. CN. CU. CZ, DE, DK. EE. ES. Fl. GB, 
GD. GE. GH. GM, HR, HU, ID, IL. IN, IS. JP. KE, KG, 
KP. KR. KZ. LC, LK. LR, LS, LT, LU. LV. MD. MG. MK. 
MN. MW, MX. NO, NZ, PL. PT. RO. RU. SD, SE, SG, 
SI. SK. SL, TJ, TM, TR. TT. UA, UG. US. UZ, VN, YU, 
ZW. ARIPO Patent (GH. GM. KE, LS. MW, SD, SZ. UG. 
ZW). eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG. KZ, MD. RU, 
TJ, TM). europaischcs Patent (AT, BE, CH, CY. DE, DK, 
ES, FI. FR. GB. GR, IE, IT, LU, MC, NL. PT, SE). OAPI 
Patent (BF, BJ. CF. CG, CI, CM, GA. GN, GW. ML, MR, 
NE, SN, TD, TG). 



Veroffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 

Vor Ablauf der JUr Anderungen der Anspruche zugelassenen 

Frist; Verdffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 

Mit Angaben iiber hinterlegtes biologisches Material, 
eingereicht gemass Regel 13 bis getrennt von der 
Beschreibung. 



(54) Title: METHOD FOR PRODUCING TRIFLU0RO-3(R)-HYDROXYBUTYRIC ACID DERIVATIVES 

(54) Bczeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON TRIFLU0R-3(R)-HYDR0XYB UTTERS AUREDERIVATEN 



HOH O 



EcoBl 



Hinmi 



(51) Abstract 

The invention relates to a biotechnological method 
for producing trifluoro-3(R>-hydroxybutyric acid deriva- 
tives of the general formula (I), where R' represents -OR^, 
where R^ is hydrogen, Ci-io alkyl, Ci-io alkenyl, C3-8 cy- 
cloalkyl, aryl. alkoxyalkyi or alkoxyalkoxyalkyl; -NR^R^ 
where R^ and R^ are the same or different and represent 
hydrogen. Ci-io alkyl, Ci-io alkenyl. Cs-g cycloalkyi or 
aryl; or -SR^, where R^ represents hydrogen, Ci-10 alkyl. 
Ci-10 alkenyl, aryl or Ca-s cycloalkyi, based on a triflu- 
oroacetoacetic acid derivative of the general formula (II), 
where R' has the meaning given above, by means of mi- 
cro-organisms which are able to reduce a carbonyl func- 
tion or by means of a cell-free enzyme extract of said 
micro-organisms. 

(57) Zusammenfassung 

Beschrieben wird ein biotechnologis- 
ches Verfahren zur Herstellung von Tri- 
fluor-3(R>-hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen 
Fomiel (I), worin R*-0R2. worin R^ Wasserstoff, 
Ci-io-Alkyl. Ci-io-Alkenyi, C3-S Cycloalkyi, Aryl, 

Alkoxyalkyi oder Alkoxyalkoxyalkyl ist, -NR^R^, worin R3 und R^ gleich oder verschieden sind und fUr Wasserstoff, Ci-io-Alkyi, 
Ci-io-AIkenyl, C3-8-Cycloalkyl oder Aryl stehen, oder -SR^, worin R^ Wasserstoff. Ci-10-Alkyl, Ci-io-Alkenyl, Aryl oder 
Ca-s-Cycloalkyl ist, bedeutet, ausgehend von einem Trifluoracetessigsaurederivat der allgemeinen Formel (11), worin R' die genannte 
Bedeutung hat, mittels Mikroorganismen, die befdhigt sind, eine Carbonylfunktion zu reduzieren oder mittels einem zellfreien Enzymextrakt 
dieser Mikroorganismen. 
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Verfahren zur Elersteliuiig von Trinuor-3(R)-hydroxybuttersaurederivaten 

Die Erfmdung betrifft ein neues biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von Trifluor- 
3(R)-hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen Formel 

5 

HOH 0 

Tritluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivate wie 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaure- 
ethylester sind wichtige Zwischenprodukte zur Herstellung von Pharmazeutika wie 
10 beispielsweise zur Herstellung von Befloxatone, einem Monoaminoxidase-A-Inhibitor 
(EP-A-0 736 606). 

Zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureester sind bereits mehrere 

biotechnologisches Verfahren bekannt. 
15 Guerrero, A. 8c Raja, E. (Bioorganic Chemistry Letters 1(12), 675 - 678) beschreiben ein 

mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaure- 

ethylester ausgehend von dem entsprechenden Racemat mittels Saccharomyces cerevisae. 

Dabei wird das gevviinschte Produkt in schlechter Enantiomeren-Reinheit erhalten. 

Die EP-A-0 736 606 beschreibt ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von 
20 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethylester, ausgehend von 4,4,4-Trifluor-3- 

hydroxybuttersaureethylester mittels der Lipase Novozym 435. Nachteilig bei diesem 

Verfahren ist die massige Ausbeute an dem gewunschten Produkt. 

Die EP-A-0 577 446 umfasst ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von optisch 
25 aktivem 4,4,4-Trifluor-3-hydroxybuttersaureethylester, ausgehend von dem entsprechenden 
racemischen Ester mittels Lipasen. Nach diesem Verfahren wird das Produkt in geringer 
Ausbeute und in schlechter optischer Reinheit erhalten. 

Die WO 89/02 470 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
30 hydroxybuttersaureethylester, ausgehend von racemischem 4,4,4-Trifluor-3-acyloxy- 
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Verfaliren ziir Herstellung voii Trinuor-3(R)-hydro\ybuttersaurederivaten 

Die Erflndung betrifft ein neues biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von Trifluor- 
3(R)-hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen Fomel 



Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivate wie 4,4,4.Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaure- 
ethyiester sind wichtige Zwischenprodukte zur Herstellung von Pharmazeutika wie 
10 beispielsweise zur Herstellung von Befloxatone, einem Monoaminoxidase-A-Inhibitor 
(EP-A-0 736 606). 

Zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureester sind bereits mehrere 

biotechnologisches Verfahren bekannt. 
15 Guerrero, A. & Raja, E. (Bioorganic Chemistry Letters 1(12), 675 - 678) beschreiben ein 

mikrobioiogisches Verfahren zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaure- 

ethylester ausgehend von dem entsprechenden Racemat mitteis Saccharomyces cerevisae. 

Dabei wird das gevvunschte Produkr in schlechter Enantiomeren-Reinheit erhalten. 

Die EP-A-0 736 606 beschreibt ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von 
20 4,4,4-Trifluor-3 ( R)-hydroxy buttersaureeihy lester, ausgehend von 4,4,4-Trifluor-3 - 

hydroxybuttersaureethylester inittels der Lipase Novozym 435. Nachteilig bei diesem 

Verfahren ist die massige Ausbeute an dem gewiinschten Produkt. 

Die EP-A-0 577 446 umfasst ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von optisch 
25 aktivem 4,4,4-Trifluor-3-hydroxybuttersaureethylester, ausgehend von dem entsprechenden 
racemischen Ester mitteis Lipasen. Nach diesem Verfahren wird das Produkt in geringer 
Ausbeute und in schlechter optischer Reinheit erhalten. 



5 




30 



Die WO 89/02 470 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
hydroxybuttersaureeihylester, ausgehend von racemischem 4,4,4-Trifluor-3-acyloxy- 
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buttersaureethyiester miitels hydrolytischen Enzymen. Dabei wird jedoch das entsprechende 
Produkt nicht in enantiomerenreiner Form erhalten. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung 
von 4,4,4-Trifluoro(R)-hydroxybuttersaurederivaten zur Verftigung zu stellen, mit welchem 
das gewiinschte Produkt in guter optischer Reinheit und mil giiter Ausbeute isoliert werden 
kann. 

Diese Aufgabe wird mit dem Verfahren nach Anspmch 1 gelbst. 

Erfmdungsgemass wird das Verfahren derart durchgefuhrt, dass man ein Trifluoracetessig- 
saurederivat der allgemeinen Forme! 



-0R^ worin R^ VVasserstoff; Ci-io-Alkyl, Ci-io-Alkeny!, C.^^sCycloalkyl, A17I, 
AJkoxyalkyl oder Alkoxyalkoxyalkyl ist, 

-NR''R*^, worin R"' und R^ gleich oder verschieden sind und flir Wasserstoff, Ci.io-AJkyl, 
Ci-KrAJkpnyl, Cws-CycloaikyI oder Aryi stehen, oder 

-SR^ worin R^ Wasserstoff Ci.io-Alkyi, Ci.io-Alkenyl, Ar>'l oder C3,8-CycloaIkyl ist, 
bedeutet, 

mittels Mikroorganismen, die befahigt sind eine Carbonyiflinktion zu reduzieren oder mittels 
einem zellfreien Enzymextrakt dieser Mikroorganismen, in die Verbindung der allgemeinen 
Forme! 



0 



0 
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worin R' die genannte Bedeutung hat, uberfiihrt. 

Als Ci.io-Alkyl kann im folgenden eine verzvveigte oder unverzweigte primare, sekundare oder 
5 tertiare aliphatische Gruppe wie Methyl, Ethyl, Propyl, IsopropyL Butyl, Isobutyl, sec-Butyl, 
tert-Butyl, Pentyl, Isopentyl, sec-Pentyl, Hexyl, Heptyl, Octyi, Nonyl oder Decyl venvendet 
werden. Vorzugsweise bedeutet Ci.io-Alkyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl oder Hexyi. 

Als Ci-io-Alkenyl konnen beispielsweise Ethenyl, PropenyL Allyl und Butenyl venvendet 
10 werden. Vorzugsweise wird Allyl verwendet. 

Aryl bedeutet bevorzugt substituiertes oder unsubstituiertes Benzyl, Phenyl oder Naphtyl. Als 
substituiertes Benzyl kann beispielsweise halogeniertes Benzyl wie Chlor- oder Brombenzyl 
vervvendet werden. Vorzugsweise wird unsubstituiertes Benzyl eingesetzt. 

15 

C;.s-CycloalkyI bedeutet bevorzugt Cyclopropyl, Cyclobutyi, Cyclopentyl, Cyclohexyl, 
Cycloheptyl oder Cyclooctyl, vorzugsweise Cyclohexyl. 

Alkoxyalkyl bedeutet bevorzugt Ci.r,-AIkoxyethyl wie Methoxyethyl und Ethoxy ethyl, 
20 besonders bevorzugt Ethoxyethyl . 

Alkoxyalkoxyaikyl bedeutet bevorzugt 2-(2-Ci^>-Alkoxy-ethoxy)-ethyl wie 2-(2-Methoxy- 
ethoxy)-ethyl und 2-(2-Ethoxy-ethoxy)ethyl, wobei letzteres besonders bevorzugt eingesetzt 
wird. 

25 

Bevorzugte Edukte sind demnach Trifluoracetessigsaureethyl-, Trifluoracetessigsaurepropyl-, 
Trifluoracetessigsaureisopropyl" und Trifluoracetessigsaurehexylester, Trifluoracetessigsaure- 
cyclohexylester, Trifluoracetessigsaurebenzylester, Trifiuoracetessigsaureethoxyethylester, und 
Trifluoracetessigsaureethoxyethoxyethylester. 

30 

Zweckmafiige Mikroorganismen, die befahigi sind, eine Carbonylfunktion zu reduzieren, sind 
beispielsweise Mikroorganismen. die ein exprimierbares Gen fur ein Enzym enthalten, das 
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befahigt ist eine Carbonylfunktion zu reduzieren. beispielsweise ein Enzym mit Reduktase- 
AJctivitat, insbesondere ein Gen fur eine Aldehydreduktase, eine Alkoholdehydrogenase oder 
eine Ketonreduktase. Die Enzyme, die befahigt sind, eine Carbonylfunktion zu reduzieren. 
konnen NADPH (3-Nikotinsaureamid-adenindinucleotidphosphat)-abhangig oder von anderen 
Cofaktoren abhangig sein. Vorzugsweise kommen Mikroorganismen mit NADPH-abhangigen 
Reduktionssystemen zum Einsatz. 

Zeilfreie Enzymextrakte dieser Mikroorganismen konnen durch fachmannisch ubliciie 
Methoden, beispielsweise durch French-Press-, UUraschall- oder Lysozym-Methode, erhalten 
werden. 

Zweckmassig wird die Biotransformation mittels Mikroorganismen durchgefuhrt, die eine 
Aldehydreduktase, insbesondere eine NADPH-abhangige Aldehydreduktase, enthalten. 

Mikroorganismen, die eine NADPH-abhangige Aldehydreduktase enthalten, wie 
Mikroorganismen der Spezies Sporobolomyces salmonicolor, sind bereits von Shimizu et al., 
1990, Applied and Environmental Microbiology. 56(8), 2374 - 2377 und Kataoka, M. et al., 
Biochimica et Biophysica Acta, 1122, 57-62 (1992), beschrieben. Diese Mikroorganismen 
konnen zum einen selbst fiir das erfindungsgemasse Verfahren eingesetzt werden, zum anderen 
als Ausgangsmaterial ftir die Konstniktion von Plasmiden und weiteren geeigneten 
Mikroorganismen dienen. 

Zweckmassig werden fur die Biotransformation rekombinante Mikroorganismen eingesetzt, die 
mit einem Gen codierend fur ein Enzym, das befahigt ist eine Carbonylfunktion zu reduzieren, 
transformiert sind. Mikroorganismen, die mit einem solchen Gen transformiert sein konnen, 
sind beispielsweise Mikroorganismen der Gattung Escherichia, insbesondere der Spezies 
Escherichia coli, beispielsweise Escherichia coli JM109, Escherichia coH DH5 und Escherichia 
coli HBIOl. 



Bevorzugt befindet sich das Gen mit der Reduktase-Aktivitat, beispielsweise eine Aldehyd- 
Reduktase, auf einem zur Transformation geeigneten Vektor. beispielsweis einem Plasmid. 
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zweckmaBig zusammen mit einem zur Expression des Gens geeigneien Promoter wie dem tac- 
Promotor (Puc)- 

Sofern die verwendeten Mikroorgansimen NADPH-abhangige Enzyme enthalten, wird die 
Biotransformation zweckmaBig in Gegenwart von NADPH durchgefiihrt. Das NADPH wird 
entweder direkt in den erforderlichen Mengen zugesetzt oder in situ hergestellt. Vorteilhaft 
wird das NADPH in situ hergestellt. Zu diesem Zweck wird die Biotransformation 
zweckmaBig in Gegenwart eines NADPH-Generators oder Regenerators durchgefiihrt, d.h. 
eines Enzyms, das die Bildung von NADPH aus dessen oxidierter Form, NADP; kataiysiert. 
ZweckmaBig wird als NADPH-Generator oder -Regenerator eine Glucosedehydrogenase 
eingesetzt. beispielsweise Glucosedehydrogenase aus Bacillus megaterium. 

Zur Generation von NADPH bei der Biotransformation wird diese zweckmaBig in Gegenwart 
eines Mikroorganismus durchgefiihrt, der den NADPH-Generator exprimiert. Insbesondere 
werden hierzu rekombinante Mikroorganismen verwendet, die mit dem fiir den NADPH- 
Generator codierenden Gen transformiert sind. Das Gen fiir den NADPH-Generator befmdet 
sich hierbei bevorzugt auf einem zur Transformation geeigneten Vektor, beispielsweis einem 
Plasmid, zweckmaBig zusammen mit einem zur Expression des Gens geeigneten Promotor wie 
dem tac-Promotor (Ptjc) 

Fur die Herstellung der Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivate der allgemeinen Formel I mit 
einem ein zur' Reduktion einer Carbonylftinktion befahigtes, NADPH-abhangiges Enzym, 
beispielsweise eine NADPH-abhangige Aldehyd-Reduktase, enthaltenden Mikroorganismus in 
Gegenwart eines NADPH-Generators konnen verschiedene Mikroorganismen eingesetzt 
werden, von denen einer zur Reduktion der Carbonylfimktion und einer zur Bildung von 
NADPH befahigt ist. Vorteilhaft emhalten die erfmdungsgemaB verwendeten, zur Reduktion 
einer Carbonylftanktion befahigten Mikroorgansimen aber bereits selbst ein fiir einen NADPH- 
Generator Oder -Regenerator codierendes Gen, beispielsweise ein Gen codierend fiir eine 
Glucosedehydrogenase. 

Vorteilhaft werden fiir die Biotransformation rekombinante Mikroorgansimen eingesetzt, die 
mit einem fiir ein NADPH-abhangiges Enzym. beispielsweise einem fiir eine NADPH- 
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abhangige Aldehydreduktase codierenden Gen. und einem ftir einen NADPH-Generator oder 
-Regenerator, beispielsweise einem fur eine Giucosedehydrogenase " codierenden Gen. 
transtbrmien sind. In einer mogliciien Ausfuhaingsform befinden sich diese Gene zur 
Expression auf einem einzigen Plasmid. In einer weiteren Ausfuhmngsform liegen diese Gene 
auf verschiedenen, miteinander kompatiblen Plasmiden vor. 

Die Biotransformation kann also vorteilhaft mlttels Mikroorganismen durchgefuhrt werden. die 
enthalten: 

. mindestens einen Vektor, beispielsweise ein Plasmid, der ein Gen fur ein zur Reduktion 
einer Carbonylfunktion befahigtes Enzym, beispielsweise ein Aldehydreduktase-Gen, 
enthalt; 

. mindestens zwei Vektoren. beispielsweise Plasmide. von denen der eine ein Gen for ein zur 
Reduktion einer Carbonylflinktion befahigtes Enzym, beispielsweise ein Aldehydreduktase- 
Gen. und der andere ein Gen fur einen NADPH-Generator oder -Regenerator, 
beispielsweise ein Glucosedehydrogenase-Gen; enthalt, oder 

. mindestens einen Vektor, beispielsweise ein Plasmid, der sowohl ein Gen fiir ein zur 
Reduktion einer Carbonylfunktion befahigtes Enzym, beispielsweise ein Aldehydreduktase- 
Gen, als auch ein Gen fiir einen NADPH-Generator oder -Regenerator, beispielsweise ein 
Glucosedehydrogenase-Gen; enthalt. 

Vorzugsweise wird die Biotransformation mittels Mikroorganismen der Spezies E. coli JM109 
Oder E. coli DHS, transformiert mit mindestens zwei Plasmiden enthaltend jeweils ein 
Aldehydreduktase- oder ein Glucosedehydrogenase-Gen, oder mittels Mikroorganismen der 
Spezies E. coli HE 101 oder E. coli DH5. transformiert mit mindestens einem Plasmid, welches 
beide Gene, das Aldehydreduktase- und das Glucosedehydrogenase-Gen enthalt. durchgefuhrt. 
Insbesondere wird die Biotransformation mit E. coli JM109 und E. coli DH5, enthaltend ein 
Aldehydreduktase- und ein Glucosedehydrogenase-Gen. durchgefuhrt. Selbstverstandlich kann 
die Biotransformation auch mit verschiedenen Mikroorganismen. die jeweils nur eines der 
genannten Gene enthalten. durchgefuhrt werden. 

Fig. 1 zeigt die Struktur eines fiir die vorliegende Erfindung geeigneten Plasmids, pKAR. das 
das Gen fur die NADPH-abhangige Aldehyd-Reduktase aus Sporobolomyces salmonicolor 
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zusammen mit -dem Promotor und einer Ampicillin (Ap)-Resistenz als Selektionsmarker 
enthalt. 

Fig. 2 zeiszt die Stmktur eines weiteren fiir die vorliegende Erfmdung geeigneten Plasmids, 
pKKGDH, das das Gen fur die Glucosedehydrogenase aus Bacillus megaterium zusammen mit 
dem Promotor P,„ und einer Kanamycin (Km)-Resistenz als Selektionsmarker enthalt. 

Der Mikroorganismus E. coli JM109. enthaltend das Plasmid pKAR mit einem Gen codierend 
fur die NADPH-abhangige Aldehydreduktase aus Sporobolomyces salmonicolor und das 
Plasmid pKKGDH mit einem Gen codierend fur die Glucosedehydrogenase aus Bacillus 
megaterium, wurde am 16,12.1997 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH (DSMZ), D-38124 Braunschweig, Mascheroderweg lb, unter der 
Bezeichnung DSM 1 1902 gemass Budapester Vertrag hinterlegt. Der Mikroorganismen E. coli 
DH5, enthaltend die Plasmide pKAR und pKKGDH, wurde am 7.12.1998 bei der zuvor 
beschriebenen Hinterlegungsstelle unter der Bezeichnung DSM 12566 gemass Budapester 
Vertrag hinterlegt. 

Die Expression der Gene kann abhangig vom Expressionssystem erfolgen. Bei den 
erfmdungsgemaB bevorzuat verwendeten Expressionssystemen kann die Expression der Gene 
beispielsweise durch IPTG (Isopropylthiogalactosid) induziert werden, wenn als 
Mikroorganismus E. coli JM109 oder E, coli HBlOl verwendet werden. Bei der Verwendung 
von E. coli Dri5 ist die Induktion mit IPTG, wie fachmannisch bekannt, nicht notwendig. 

Die Biotransformation kann nach ublichem Anzuchten der Zellen in einem einphasigen oder 
zweiphasigen System, vorzugsweise in einem zweiphasigen System, durchgefuhrt werden. 

Als einphasiges System konnen fachmannisch ubliche Puffer-Medien wie beispielsweise 
niedermolare Phosphatpuffer oder Tris-Puffer angewendet werden. 

Als zweiphasiges System konnen die genannten fachmannisch ublichen Puffer-Medien 
zusammen mit einem flir das Edukt loslichen organischen Lbsungsmittel verwendet werden. 
Als organische Ldsungsmiitel sind beispielsweise Ester. Alkohole. halogenierte Kohlenwas- 
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serstoffe. Ether, alipliatische Cs-ii-Kohlenwasserstoffe oder aromatische KohlenwasserstofFe 
geeignet. Als Ester konnen Essigsaureester wie Essigsauremethyl-, Essigsaureethyk 
Essiesaurepropyl- und Essigsaurebutylester verwendet werden. Als Alkohole konnen C4.10- 
Alkohole wie Hexanol. Heptanol und Octanol verwendet werden. Als aromatische 
Kohlenwasserstoffe konnen beispielsweise Benzol, Toluol und Xylol verwendet werden. Als 
halogenierte Kohlenwasserstoffe konnen beispielsweise Chloroform und Dichlormethan 
venvendet werden. Als Ether konnen beispielsweise Diethylether, Tetrahydrofuran, Methyl- 
tert-butylether und Dibutylether verwendet werden. Als aliphatische C5-j2-KohlenwasserstofFe 
sind beispielsweise Pentan, Hexan, Heptan, Octan, Nonan und Decan geeignet. 

Geeignet ist ebenfalls ein zweiphasiges System in welchem die zweite Phase aus dem Edukt 
und / Oder aus dem Produkt besteht. Urn die Loslichkelt des Eduktes zu erhohen, konnen 
Cosolvenzien eingesetzt werden. Als Cosolvenzien konnen entweder niedermolekulare 
aliphatische Alkohole wie beispielsweise Methanol, Ethanol, Propanol, Isopropanol, tert- 
Butanol oder inerte Losungsmitte! wie beispielsweise Dimethylsulfoxid, Aceton, Acetonitril 
verwendet werden. 

Oblicherweise wird die Biotransformation in Gegenwart einer C-Quelle durchgefuhrt. Als C- 
Quelle sind beispielsweise Kohlenhydrate wie Glucose, Fructose oder Saccharose und 
Zuckeralkohole wie Glycerin geeignet. 

Der pH-Wert 'der Medien kann in einem Bereich von 5 bis 10, vorzugsweise von 6 bis 8, 
liegen. 

Zweckmassig wird die Biotransformation bei einer Temperatur von 5 bis 60 °C, vorzugsweise 
von 10 bis 40 °C, durchgefuhrt. 



Nach einer Umsetzungszeit von wenigen Minuten bis 50 h. kann dann das gewiinschte 
in hoher Ausbeute und Enantiomerenreinheit (ee) isoliert werden. 
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Bcispiei 1 

Anzucht der iVlikroorgiinismeii 

Zellen von E. coli JM109/pKAR,pKKGDH (DSiVIZ 1 1902) w-urden in einem 20 1 Fermenter in 
12 1 Mineralsalzmedium (Tabelle 1) bei 22 °C angeztichtet. Nach 6 h wurde IPTG 
hinzugegeben, urn die Zellen zu induzieren. Dann wurde Glycerin hinzugegeben und die Zellen 
bis zu einer optischen Dichte ODr,50nm = 41,8 innerhalb 52 h angezuchtet. Dann wurden die 
Zellen bei -80 °C aufbewahrt. 



wo 99/42590 PCT/EP99/01017 
Tnbelle 1 

Hefeextrakt 0,5 g/1 

Glycerin 30 g/1 

MgCb X 6 H2O 0.8 s/I 

CaCh 0.1 6 g/1 

(NH4)2S04 2,0 g/1 

SLF-Losung 1.0 ml/1 

Fe-EDTA-Losung 1,5 ml/1 

PPG-2000 0. 1 g/1 

Na2HPOax2H20 1,0 g/1 

KH2PO4 1.0 g/1 

K2HPO4 1,0 g/1 

Thiamin 10 mg/1 

SLF-Losung: 

KOH 15.1 g/1 

EDTANa2x2H20 100 g/1 

ZnS04 X 7 H2O 9,0 g/1 

MnCU X 4H2O 4,0 g/1 

HjBO, 2.7 g/1 

CoCl3x6H:0 1,8 g/1 

CUCI2X2H2O 1,5 g/1 

NiCkxeHjO 0,18 g/I 

NazMoOa X 2H2O 0.27 g/1 

Fe-EDTA-Losung: 

KOH lOg/L 

EDTANaj x 2H2O 50 g/L 

FeSOa X 7H2O 20 g/1 
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Herstclhing von 4,4,4-Triniior-3(R)-liydroxybuttersaurcethylester 

5 a) Zu 800 ml Mineralsalzmedium (Tabelle 1) enthaltend E.coli JM109/ pKAR,pKKGDH bei 
einer OD«»„n. von 7,2 wurden 140 u Glucose und 0,56 g NADP" hinzugegeben. 400 ml 
Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethylester Avurde hinzugefiigt und die 
resultierende Mischung in einen 2 1 Fermenter gegeben, bei 400 Upm geruhrt und mit Luft 
(400 ml/min.) begast. Der pH wurde durch Zugabe von 1 M NajCOj auf 6,0 gehalten. 

0 Nach 24 h enthielt die organische Phase 48 g 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
hydroxybuttersaureethyi ester mit einem ee-Wert von >99%, entsprechend einer molaren 
Ausbeute von 67.8 %. 

b) Zu 800 mi KaliumphosphatpufFer (100 miM, pH 6.0) enthaltend die Mikroorganismen 
15 gemass Beispiel 1 bei einer ODosona. von 30,7 wurden 140 g Glucose und 0,56 g NADP' 
hinzuge&gt. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4.4.4-Trifluoracetoacetatethylester 
wurden hinzugegeben und die resultierende Mischung in einen Fermenter entsprechend 
Beispiel 2a eingespeist. Der pH wurde durch Zugabe von 1 M NazCO? auf pH 6,0 gehalten. 
Nach 25 h wurden nochmals 10 g 4.4,4-TrifluoracetoacetatethyIester hinzugefiigt. Nach 45 
20 h enthielt die organische Phase 49 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethylester mit 
einem ee-Wert von > 99 %, entsprechend einer molaren Ausbeute von 60,6 %. 

Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli JM109/ 
pKAR,pKKGDH bei einer ODeso von 7,6 wurden 140 g Glucose und 50 mg NADP' 
zugegeben. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethylester wurden 
hinzugefiigt und die resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm 
geruhrt und mit Luft (400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na2C0; 
auf 6.0 gehalten. VVeitere 50 mg N.ADP' wurden 5 h nach Start des Fermenters 
zugegeben. Nach 24 h enthielt die organische Phase 50 g 4,4.4-Trifluor-3(R)- 
hydro.Kvbuttersaureethyiester mit einem ee-Wert von >99.8%, entsprechend einer molaren 
Ausbeute von 71''/o. 



c) 

25 
30 
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d) Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR, 
pICKGDH bei einer ODm.. von 6,5 vvurden 140 g Glucose und SOmg NADP' zugegeben. 
400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trlfluoracetoacetatethylester wurden 

5 hinzuuefugt und die resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben. mit 400 Upm 

"eriihrt und mit Luft (400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na2C0? 
auf 6,0 gehalten. Weitere 50 mg NADP' vvurden jevveils nach 5 h und 26 h zugegeben. 
Nach 46 h enthielt die organische Phase 35 g 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
hydroxybuttersaureethylester mit einem ee-Wert von 99,7%, entsprechend einer molaren 

1 0 Ausbeute von 5 1 %. 

Beispiel 3 

1 5 Herstehung von 4,4,4-Triniior-3(R)-hydroxybuttersaureisopropylester 

a) Zu 800 ml Mineralsalzmedium entsprechend Beispiel 1 enthaltend E. coli JM109/pKAR, 
pKKGDH bei einer 0Dr,5..„,n von 9,7 wurden 140 g Glucose und 0,56 g NADP' 
hinzugefugt. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-TrifluoressigsaureisopropyIester 

20 wurden hinzugegeben und die resultierende Mischung in einem Fermenter entsprechend 

Beispiel 2 eingespeist. Der pH wurde durch Zugabe von 1 M NajCO? auf pH 6,0 gehalten. 
Nach 21' h enthielt die organische Phase 42,2 g (R)-4,4,4-Trifluor-3- 
hydroxybuttersaureisopropylester mit einem ee-Wert von >99 %, entsprechend einer 
molaren Ausbeute von 59,7%. 

25 

b) Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli 
DH5/pK/\R,pKKGDH bei einer ODejo von 8,5 wurden 140 g Glucose und SOmg NADP' 
zugegeben. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatisopropylester 
wurden hinzugefiigt und die resultierende Mischung in einen 2-i-Fermenter gegeben, mit 

30 400 Upm genihrt und mit Luft (400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM 

NaiCOj auf 6,0 gehalten. Weitere 50 mg NADP' wurden 5 h nach Start des Fermenters 
zugegeben. Nach 24 h enthielt die organische Phase 32 g 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
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hydroxybuttersaureisopropylester mit einem 
molaren Ausbeute von 46%. 
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ee-Wert von >99,9%, entsprechend einer 



5 Beispiel 4 



HerstelUing von 4,4,4,-Trinuor-3(R)-hydroxybuttersaurehexylester 

Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0. 1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/ pKAR,pKKGDH 
10 bei einer ODcjo von 9,5 wurden 140 g Glucose und 50 mg NADP^ gegeben. 400 ml 

Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetathexylester wurden hinzugefiigt und die 
resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben. mit 400 Upm geriihrt und mit Luft 
(400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM NaaCOj auf 6,0 gehalten. Weitere 
50 ma NADP' wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die 
15 organische Phase 2 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurehexylester mit einem ee-Wert von 
>99,9%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 3%. 



Beispiel 5 

20 

Herstellung von 4,4,4,-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurecyclohexyiester 

Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
einer ODr.s,, von 8,9 wurden 140 g Glucose und 50 mg NADP' zugegeben. 400 ml Butylacetat 

25 enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatcyclohexylester wurden hinzugefiigt und die 
resultierende Mischung in einen 2-l-Fermenter gegeben, mit 400 Upm geriihrt und mit Luft 
(400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na2C03 auf 6,0 gehalten. Weitere 
50 mg NADP wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die 
organische Phase 16 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurecyclohexylester mit einem ee- 

30 Wert von >99.9'*/o. entsprechend einer molaren Ausbeute von 23%. 
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Herstellung vou 4,4,4,-Ti inuor-3(R)-hydroxybuttersaurebenzylester 

Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (O.l M, pH 6,0) enthaitend E. coli DH5/pKAR,pI<KGDH bei 
einer Oa.5« von 9,0 xvurden 140 g Glucose und 50 mg NADP' zugegeben. 400 ml Butylacetat 
enthaitend 70 g 4.4,4-Trifluoracetoacetatbenzylester wurden hinzugefiiigt und die resultierende 
Mischung in einen 2-l-Fermenter gegeben, mit 400 Upm geriihrt und mit Luft (400 ml/min) 
begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM NajCO? auf 6,0 gehalten. Weitere 50 mg NADP' 
wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die organische Phase 6 g 
4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurebenzylester mit einem ee-Wert von >99,9%, 
entsprechend einer molaren Ausbeute von 9%. 



Beispiei 7 

Herstellung von 4,4,4,.Trinuor-3(R)-hydroxybuttersaure-2-ethoxyethyIester 

Zu 600 ml KaliumphosphatpufFer (0, 1 M, pH 6,0) enthaitend E. coli DH5/pKAR,pKI<:GDH bei 
einer ODr.so von 10,2 wurden 105 g Glucose und 37,5mg NADP^ zugegeben. 300 ml 
Butylacetat enthaitend 35 g.4,4,4-Trifluoracetoacetatethoxyethylester wurden hinzugefugt und 
die resultierende Mischung in einen 2-l-Fermenter gegeben, mit 400 Upm gertihrt und mit Luft 
(300 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM NazCO.; auf 6,0 gehalten. Weitere 
37,5 mg NADP' wurden 5 h nach Start des Fermemers zugegeben. Nach 24 h enthielt die 
organische Phase 4 g 4.4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethoxyethylester mit einem ee- 
Wert von 98,6%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 12%. 
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Herstellungvon 4,4,4,.Ti inuor-3(R)-hydroxybuttersaiire-2-(2-ethoxyethoxy)ethylester 

Zu 600 ml KaliumphosphatpufTer (0. 1 M, pH 6.0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
einer OD.50 von 10.7 wurden 105 g Glucose und 37.5 mg NADP' zugegeben. 300 ml 
Butylacetat enthaltend 35 g 4.4,4-TrifluoracetoacetatethoxyethoxyethyIester wurden 
hinzugeaigt und die resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm 
getlihrt und mit Luft (300 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na^CO., auf 
6,0 gehalten. Weitere 37.5 mg NADP' vvurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 
24 h enthielt die organische Phase 5 g 4,4.4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethoxy- 
ethoxyethylester mit einem ee-Wert von >99.9%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 
16%. 



Beispiei 9 

Herstellung voii 4,4,4,-Trinuor-3(R)-hydroxybuttersauremethylester 

Zu 600 ml KaliumphosphatpufTer (0,1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pICKGDH bei 
einer Oa,5o von 11,4 \vurden 105 g Glucose und 37,5mg NADP' zugegeben. 300 ml 
Butylacetat enthaltend 33 g 4.4.4-Trifluoracetoacetatmethylester vvurden hinzugefugt und die 
resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm gertihrt und mit Luft 
(300 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na^CO, auf 6,0 gehalten. Weitere 
37,5 mg NADP- wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die 
organische Phase 3,6 g 4,4.4.Trifluor-3(R)-hydroxybuttersauremethylester mit einem ee-Wert 
von 96.1%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 7%. 
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Verfahren zur Herstellung von Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen 
Formel 

HOH 0 



worm 



R' -0R^ worin R^ WasserstofF. CM«-Alkyl, CurAlkenyl, CXycloalkyl, Aryl, 
Alkoxyalkyl oder Alkoxyalkoxyalkyl ist, 

-NR'R'. worm R"' und gleich oder verschieden sind und for Wasserstoff, C,.,,.- 

Alkyl, C,.„.-Alkenyl, C.,.R-Cycloalkyl oder A17I stehen, oder 

-SR^ worin R^ Wasserstoff, CurAlkyl, C,.,o-Alkenyl, Aryl oder C-s-Cycloalkyl ist, 

bedeutet, 

umfassend die Umsetzung eines Trifluoracetessigsaurederivats der allgemeinen Formel 

O 0 
F3C^"-^R' 

worin R' die genannte Bedeutung hat. mittels Mikroorganismen. die befahigt sind eine 
CarbonylRmktion zu reduzieren oder mittels einem zellfreien Enzymextrakt dieser 

Mikroorganismen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Biotransformation mittels 
Mikroorganismen der Gattunu Escherichia durchgefiihrt wird, die mit einem Gen 
transformien sind. das fur ein Enzym codiert, welches befahigt ist. eine Carbonyltunktion 
ZU reduzieren. 
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Verfahren nach Anspmch 2. dadurch gekennzeichnet, dass die Biotransformat.on mittels 
Mikroorsanismen der Spezies Escherichia coli JM109. Escherichia coli HB 101 oder 
Escherichia coli DH5 durchgefuhrt wird. die mit einem Gen transformien sind. das for ein 
Enzym codiert. welches befahigt ist. eine Carbonylftmktion zu reduzieren. 

Verfahren nach einem der Anspmche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, dass die 
Biotransformation mittels Mikroorganismen der Spezies Escherichia coli JM109, 
Escherichia coli HBlOl oder Escherichia coH DH5 durchgefuhrt wird, d.e mU Genen 
transformiert sind, die sowohl flir ein Enzym, welches befahigt ist, eine Carbonylfunktion 
zu reduzieren, als auch fur eine Glucosedehydrogenase codieren. 

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Biotransformation mittels 
Mikroorganismen der Spezies Escherichia coli mm oder der Spezies Escherichia coh 
DH5 durchgefuhrt wird, die mit den Plasmiden pKAR und pKKGDH transformien smd, 
vvie hinterlegt unter der Hinterlegungsnummer DSM 1 1902 bzw. DSM 12566. 

, Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Biotransformation bei einer Temperatur von 5 bis 60°C durchgefuhrt wird. 

. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet. dass die 
Biotransformation bei einem pH von 5 bis 10 durchgef^ahrt wird. 
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(54) Title: NEW KETONIC ESTER REDUCTASES, ITS PREPARATION AND USE FOR ENZYMATIC REDOX REAC- 
TIONS 

(54) Bezeichnung: NEUE KETOESTER-REDUKTASE. DEREN HERSTELLUNG UND VERWENDUNG FOR ENZYMA- 
TISCHE REDOXREAKTIONEN 

(57) Abstract 

An enzyme designated as ketonic ester reductase capable of being used in the NADH-dependent enzymatic reaction of P, y 
and 5 ketonic acid esters into the corresponding optically active p, y and 5 hydroxycarboxylic acid esters can be isolated from 
strains of Candida parapsilosis, Yarrowinia cellobiosa, Rhodococcus erythropolis or Pseudomonas acidovorans, preferably culti- 
vated on a long-chain alkane and/or alkane acid-containing culture medium, appropriately in the presence of an inductor. An us- 
able enzyme preparation can be recovered by fractionated PEG-precipitation from the cell raw extract; high specific activities 
(for example 1855 U/mg) may then be obtained by chromatographic purification. The enzyme is characterized by a wide sub- 
strate spectrum. Not only (possibly substituted) so-called ketonic esters are accepted, but also a number of other oxo-compounds, 
among which diketones, (possibly substituted, in particular halogenated) aliphatic, alicyclic and aromatic ketones, as well as ke- 
toacetals and aldehydes. The S-enantiomer-forming reduction is supplemented by the possibility to recover R-enantiomers from 
racemates by oxidizing the S-enantiomer and separating the oxo-compound. 

(57) Zusammenfdssung 

Aus Stammen von Candida parapsilosis, Yarrowinia cellobiosa, Rhodococcus erythropolis oder Pseudomonas acidovor- 
ans ist ein als Ketoester-Reduktase bezeichnetes Enzym isolierbar, das zur NADH-abhangigen enzymatischen Umsetzung von P-, 
y- und 5-Ketocarbonsaureestem zu den entsprechenden optisch aktiven p., y- und 5-Hydroxycarbonsaureestem befihigt ist. Die 
Kultivierung erfolgt vorzugsweise auf einem langerkettige Alkane und/oder AlkansSuren enthaltenden Nahrmedium, zweckmSEi- 
gerweise in Gegenwart eines Induktors. Aus dem Zellrohextrakt kann ein brauchbares Enzympraparat durch fraktionierte PEG- 
Failung gewonnen werden; durch anschlieSende chromatographische Aufreinigung kdnnen hohe spezifische Aktivitaten (z.B. 
1855 U/rag) erzielt werden. Das Enzym zeichnet sich durch ein breites Substratspektrum aus: so werden nicht nur die genannten 
(ggf. substituierten) Keloester akzeptiert, sondem eine Vielzahl weiterer Oxo-Verbindungen, zu denen Diketone,. (ggf. substituier- 
te, insb. halogenlerte) aliphatische, alicyclische und aromatischc Ketone sowie Ketoacetale und Aldehyde gehoren. Die Reduk- 
tion unter Bildung von S-Enantiomeren wird durch die Moglichkeit zur Gewinhung von R-Enantiomeren aus Racematen durch 
Oxidation des S-Enantiomeren und Abtrennung der Oxo-Verbindung erganzL 
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Beschreibung 

Neue Ketoester-Reduktase, deren Herstellung und Verwendung fiir 
enzyinatische Redoxreaktionen 



Gegenstand der Erfindung ist eine neue zur NADH-abhangigen enzymatischen Um- 
setzung von y- und 8-Ketoestern zu den entsprechenden optisch aktiven 3-, 
Y- und S-Hydrbxysaureestern befahigte Ketoester-Reduktase, die aus Stammen von 
Candida parapsilosis, Yarrowinia cellobiosa, Rhodococcus erythropolis oder Pseu* 
domonas acidovorans isolierbar ist. 

Optisch aktive p-, Y" und S-Hydroxycarbonsaureester sind wertvolle chirale Syn- 
thesebausteine, die eine breite Anwendung in der Synthese von Pharmaka, Aroma- 
stoffen, Pheromonen, Agrochemikalien und Enzym-Inhibitoren finden. Sie sind auf 
konventionellem chemischem Wege nur schwer zuganglich, da die Trennung des 
durch chemische Reduktion entstehenden Enantiomerengemisches aufwendig und 
kostenintensiv ist. 

Bekannt sind Arbeiten zur fermentativen Herstellung von p-, y~ und 5-Hydroxy- 
carbonsauren und -estem mit Hilfe von Mikroorganismen. Dabei werden die mi- 
krobiellen Zellen stets im OberschuB eingesetzt und die Ausbeute und Enantio- 
mereniiberschiisse variieren je nach Herkunft der Zellen iiber einen weiten Be- 
reich. Am haufigsten wird dabei die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae ein- 
gesetzt. 

Bekannt sind aueh bereits aus Saccharomyces cerevisiae isolierte Oxidoreduk- 
tasen, welche die enzyniatische Reduktion der p-, y- und S-Ketogruppe von ent- 
sprechenden Ketoestem unter Bildung der entsprechenden optisch aktiven Hy- 
droxyverbindungen katalysieren (Heidlas et al. (1988) Eur, J. Biochem. 172: 633- 
639). Diese bekannten Oxidoreduktasen benotigen NADPH als Cokatalysator, des- 
sen Regenerierung diffizil ist, weshalb die gewerbliche Akzeptanz dieses an sich 
bekannten enzymatischen Syntheseweges nicht ohne weiteres gegeben ist. 

Ziel der Erfindung war daher eine durch NADH cokatalysierte enzymatische Um- 
setzung von p-, Y" und 8-Ketoestem sowie ein dafiir geeignetes Enzym. 

Dieses wurde iiberraschenderweise in bestimmten Hefen und Bakterien gefunden, 
und zwar in Candida parapsilosis und Yarrowinia cellobiosa sowie in Rhodococcus 
erydiropoUs und Pseudomonas acidovorans^ die in der Lage sind n-Alkane bzw. 
n-Alkansaure zu verwerten. Die aus Candida parapsilosis und Rhodococcus ery- 
thropolis isolierte Ketoester-Reduktase wurde umfangreich untersucht. 
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Besonders hohe Aktivitaten der neuen Ketoester-Reduktase (KERed) wiirden er- 
zielt, wenn Candida parapsilosis bzw, Rhodococcus erythropolis auf einem Nahr- 
medium geziichtet wurden, das langerkettige Alkansaurea bzw. Alkane, und zwar 
insbesondere Dodecansaure und Tetradecan, als Kohlenstoff-Quelle enthielt, 

Besonders intensiv wurde die BUdung der KERed mittels Candida parapsilosis 
DSM 70 125 und die Isolierung und Aufreinigung des Enzyms aus diesem Stanim 
untersucht. 

Die gereinigte KERed zeichnet sich durch folgende Parameter aus : 

ein pH-Optimum fiir die Ketoester-Reduktion zwischen pH 7,8 und 8,0 
und fiir die Riickreaktion um pH 9,5. 

ein Temperatur-Optimum fiir die Ketoester-Reduktion zwischen 36*^C und 
40^0 und fiir die Ruckreaktion von 50^C bis 56^0. 

- rasche Desaktivierung durch Hg^\ Pb^^-, Ag-'-, Cu^*-, Ni^^-, Sn^*- und 
Co^Monen. Starke Inhibierung durch p-Hydroxymercuribenzoat, 5,5'Dithio- 
BisC2-Nitrobenzoat) und Jodacetamid sowie druch die Chelatoren 2,2'-Bipyridyl 
und o-Phenanttirolin, Stabilisierung durch SH-Schutzreagenzien wie Dithio- 
threitol. 

zusatzliche Befahigung zur Reduktion von aliphatischen, alicyclischen und aro- 
matxschen Ketonen, Diketonen, Ketalen und Aldehyden sowie zur Oxidation 
von primaren und sekundaren Alkoholen 

Die reduktive en^roatische Umsetzung von p-, y- und S-Ketoestem zu den ent- 
sprechenden optisch aktiven Hydroxycarbonsaureestem erfolgt nach folgender Glei- 
chung : 




KADH NAD'' 



R und R' konnen Reste breiter Vielfalt sein wie aus Tabelle 4 hervorgeht. n kann 
Werte zwischen 1 und 3 annehraen. Dariiberhinaus skizziert das Modell der Sub- 
stratbindungsstelle (Fig, 5, Tabelle 5, Beispiel 3.G) die Grenzen der Substratak- 
zeptanz. 
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Neben den Ketoestem werden von der KERed weitere Oxoverbindungen als Sub- 
strate akzeptiert, wie insbesondere 1,1-Dichloraceton, Chloraceton, 3-Chlor-2-Buta" 
non, 2-Octanon, 2-Butanon, 2-Pentanon, 2-Methyl-3-Pentanon, Methoxy-2-Pro- 
panon, Acetophenon, 3-ChIoracetophenon, 4-Fluoracetophenon, 4-Bromacetophenon, 
Propiophenon, 2,4-Hexandion, 2,4-Pentandion sowie Acetaldehyd, Isobutyraldehyd 
und . Propionaldehyd. Acetophenon wird zu (5)-Phenylethanol, 3-Oxobuttersaiireethy- 
lester zu (5)-3-Hydroxybuttersaureethylester und 5-Oxohexansaureethylester zu 
(5)-5-Hydroxyhexansaureethylester umgesetzt. 

Interessant ist in diesem Zusammenhang speziell die Moglichkeit der Umsetzung 
von Acetophenon, 4-Bromacetophenon, 3-Chloracetophenon und 4-Fluoracetophenon 
zu den entsprechenden (S')-Phenylethanolen in NADH-Cokatalyse, da bislang nur 
die (JR)-spezifische Umsetzung realisiert ist. 

Die RUckreaktion (Oxidation der Hydroxygruppe) ist ebenso enzymatisch durch- 
fuhrbar und kanr: insbesondere dazu ausgenutzt werden, durch Umsetzung des S- 
Enantiomeren eines Racemats von R- und S-HydroxjA^erbindungen das ggf . ge- 
wunschte R-Enantiomere zu gewinnen. 

Die nachstehend im einzelnen beschriebene Ketoester-Reduktase ist, wie dargelegt, 
nicht nur zur Reduktion der p-, 8-Ketogruppen der Ketoester befahigt, sondem 
dariiberhinaus zur Reduktion einer breiten Vielf alt von Carbonylverbindungen ver- 
wendbar. Daher kann das Enzym auch als Carbonyl-Reduktase bezeichnet werden. 

Das neue Enzym kann innerhalb der EC-KIassifizierung unter der Nummer 
[EC 1.2.1] eingeordnet werden. Eine genaue Zuweisung einer EC-Nummer steht 
bisher allerdings noch aus. Der Einfachheit halber wird das neue Enzym in der 
anschUeBenden Beschreibung als Ketoester-Reduktase (KERed) bezeichnet. 

Man erhalt die KERed in an sich bekannter Weise durch Kultivierung (in iiblichen 
Nahrmedien ggf. in Gegenwart von Alkanen und/oder Alkansauren) der genannten 
Mikroorganismen, aus deren Rohextrakt ein verwendbares Enzympraparat durch 
fraktionierte PEG-Fallung erhalten werden kann, bei der zunachst mit relativ nie- 
dermolekularem Polyethylenglycol (PEG) fUr die Ausfallung von Begleitproteinen 
gesorgt wird, wahrend die KERed noch in Losung bleibt, die dann aus der Fliis- 
sigkeit durch PEG mit erhohtem Molekulargewicht ausgefallt und aus dem Nieder- 
schlag durch Pufferlosung wieder "extrahiert" wird. 

Altemativ kann mit unterschiedlichen PEG-Konzentrationen aber gleichbleibendem 
Molekulargewicht im Bereich von 1.000 bis 10.000, insbesondere um 5.000, gear- 
beitet werden. Eine weitere Reinigung durch chromatographische Trennmethoden 
fiihrt zu bevorzugten Isolaten mit hoherer spezifischer Aktivitat wie anhand des 
nachfolgend wiedergegebenen Beispiels dargelegt wird. 
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Im Folgendea wird die Erfindung mehr im einzelnen anhand von Beispielen be- 
schrieben. Dabei wird auf die angefugten Zeichnungen Bezug genommen. Es zei- 
gen : 

Figur 1 und 2 die Badung der KERed mittels C parapsilosis bei Wachstum 

auf Glycerin (1) bzw. Dodecansaure (2) 

Figur 3 die Regulation der Aktivitat der KERed aus C parapsilosis 

a) 5.4% Glucose, b) 0.8% Glucose, c) 2% Glycerin, d) 2% 
Glycerin 0.1% Induktor, e) 1% Dodecansaure, f) 1% Dode- 
cansaure + 0.1% Induktor; Induktor : 3-Oxohexansaureethyle- 
ster 

Figur 4 die pH-Abhangigkeit der KERed-Aktivitat bei Oxidation und 

Reduktion 

Figur 5 Modell der Substratbindungsstelle der KERed aus C parapsi- 

losis 

Figur 6 die chromatographische Trennung von (R)- und (5)-3.-Hy- 

droxybuttersauremethylester und zwar (a) fiir das racemische 
Gemisch und (b) fiir das erfindungsgemaBe KERed-Umset- 
zungsprodukt 



Figur 7 



die chromatographische Trennung von (i?)- und (5)-5-Hy- 
dro^Q^buttersaureethylester fiir das erfindungsgemaBe KERed- 
Umsetzungsprodukt 
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1. Screening 

Sammlungsstamme der DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zel- 
kulturen GmbH, Braunschweig) wurden in dem von der DSM empfohlenen Medium 
angezogen, die Zellmasse durch Zentrifugation geemtet und durch NaBvermahlung 
aufgeschlossen. Der Oberstand diente als EnzymqueUe (Rohextrakt) und wurde auf 
Ketoester-Reduktase-Aktivitat untersucht. Der Test wurde photometrisch durchge- 
fiihrt, wobei der Testansatz folgende Komponenten enthielt : 

- 0,2 mM NAD(P)H 

- 8 mM Ketoester 

- 0,1 M Triethanolamin (TEA)-NaOH-Puffer, pH 7 

- limitierende Mengen an Rohextrakt 

Es wurde die NAD(P)H"Abnahme bei 334 nm uber einen Zeitraum von 1 Minute 
verfolgt. Zur Aktivitatsberechnung wurde ein Absorptionskoeffizient von 6,18 
M"lcm"l verwendet, TabeDe 1 faBt die erhaltenen spezifischen Aktivitaten fiir die 
einzelnen Mikroorganismen zusammen, die sich aus einer Gruppe von 65 geteste- 
ten Mikroorganismen als tauglich erwiesen haben. 

Pro Mikroorganismus ist in der ersten Zeile die NADH-abhangige, in der zweiten 
Zeile die NADPH-abhangige spezifische Aktivitat in mU/mg angegeben. Ein U 
(Unit) entspricht einem Umsatz von 1 (imol reduziertem Coenzym pro Minute. 
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KERed aus : AEEE^) BEEE ABS ABEE LS . LSEE 
mU/mg 



P, acidovorans 49.0 


11.6 


9.1 


15.9 


-2) 


4.1 


_ 


15.6 


3.5 


- 


- 


- 


R. eryihropoUs 153.0 


3.0 


n.b.3) 


97.0 


n.b. 


87.1 






n.b. 








C. parapsUosis 91.0 


49.0 


16.4 


96.1 


2.7 


85.1 


14.1 


25.0 


25.0 


4.5 


2A 


1.3 


Y. cellobiosa 103.1 


20.3 


n.b. 


55.4 


n.b. 


41.1 


5.0 




n.b. 




n.b. 


4.0 



^^AEEE: Acetessigsaureethylester ; BEEE: Butyrylessigsaureethylester ; ABS: Ace- 
tylbuttersaure ; ABEE: Acetylbuttersaureethylester ; LS: Laevulinsaure ; LSEE: 
Laevulinsaureethylester ; 2)-; Aktivitat unter der Nachweisgrenze ; ^^n.b.: nicht 
bestimmt 

2. Ziichtung voa Candida parapsUosis 

Zur Enzymgewinnung wurde Candida parapsUosis in folgendem Medium angezogen 
(pro 1 1) : 

Hefeextrakt 
Kaliumphosphat 
Ammoniumsulfat 
Glycerin 
Oder Glucose 
Oder Glucose 
Oder Dodecansaure 
ggf. 0,l%iger Zusatz 



10 g 
1.2 g 

20 g (nicht reprimiert) 
54 g (reprimiert) 
8 g (dereprimiert) 
10 g 

von 3-Oxohexansaureethylester (Induktor) 
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Der pH-Wert dieser Losung wurde auf 4,5 eingestellt, dann wurde fur 15 min bei 
121^0 (2 bar) sterilisiert. Der Organismus wurde aerob kultiviert. Im 10 1-MaBstab 
wurde das Medium nach Erreichen der Bruttemperatur von SO^C mit 400 ml einer 
20 Std. alten Vorkultur beimpft. In einem solchen 10 1-Ansatz wurde beispielhaft 
der Verlauf der Enzymaktivitat iiber der Zeit bestimmt, indem Proben zu ver- 
schiedenen Zeiten entnommen wurden und die Aktivitat der Ketoester-Reduktase 
nach AufschluB der Zellen bestinunt wurde. In Fig, 1 ist ein solcher Verlauf dar- 
gestellt, die Aktivitat der Ketoester-Reduktase erreicht nach 20 Std. einen maxi- 
malen Wert und fallt anscUieBend wieder ab. Die Zellemte erfolgte nach 20 
Stunden durch Zentrifugation, wobei aus 8 1 Medium 175 g Feuchtmasse erhalten 
wurden. Die Zellmasse kann bei -20 eingefroren gelagert werden, wobei iiber 
mehrere Wochen kein Aktivitatsverlust erkennbar ist. 

3. Enzymisolienmg (Rohextrakt) 

Die Enzymfreisetzung aus den ganzen Zellen kann durch an sich bekannte Metho- 
den (Ultraschall, Hochdruck-Homogenisation, NaBvermahlung u.a.) geschehen, Hier 
wurden die Zellen durch NaBvermahlung mit Glasperlen aufgeschlossen. Dazu wur- 
de die Zellmasse (175 g) in AufschluBpuffer (200 mM TEA-NaOH-Puffer (pH 7,5) 
uriter Zusatz von 5 mM Dithiothreitol und 1 mM Protease-Inhibitor (Pefabloc, Fa. 
Merck, Darmstadt) suspendiert, so daB die Konzentration der Zellfeuchtmasse 
25%ig war (700 ml Endvolumen), 

Die Zellinhaltsstoffe wurden aus der gekiihlten^ Suspension (4^0) durch einen me- 
chanischen AufschluB mit Hilfe einer Glasperlenmiihle (Desintegrator S, Fa. IMA, 
Frankfurt) freigesetzt. Der Mahlbehalter wurde dazu mit Glasperlen (0,5 mm : 0,3 
mm = 2 : 1 - Verhaltnis, 90 ml) gefuUt und mit 60 ml der 25%igen ZeUsuspension 
aufgefuUt. Der AufschluB wurde bei einer Ruhrwellendrehzahl von 4000 UpM 
durchgefuhrt. Der Kuhlmantel wurde wahrend des Laufs gekiihlt. Bine AufschluB- 
zeit von 9 min envies sich als optimal und wurde fiir den ZellaufschluB verwen- 
det. Nach dem ZellaufschluB wurde der Uberstand dekantiert und die Glasperlen 
zweimal mit AufschluBpuffer gewaschen. 

175 g Hefefeuchtmasse ergaben 285 ml Rohextrakt mit einer Volumenaktivitat von 
6,6 U/ml und einem Proteingehalt von 10,7 mg/ml. Hieraus laBt sich errechnen, 
daB aus 100 1 Fermenteransatz ca. 23 000 Einheiten Ketoester-Reduktase gewon- 
nen werden konnen (1 Enzymeinheit ist die Enzymmenge, die 1 \imol Acetylbut- 
tersaureethylester pro Minute umsetzt). 
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4- Anreichening des Enzyms 

Das Enzym kann durch an sich bekannte Methoden der Proteinreinigung wie zwei- 
stufige, fraktionierte Polyethylenglycol-Fallung, lonenaustausch-Chromatographie 
und Affinitatschromatographie angereichert und gereinigt werden. 

4.1 Fraktionierte Polyethylenglycol-Fallung 

EisgekUhlter Rohextrakt * (4^0) wird unter Ruhren und pH-KontroUe (pH 7-7,5) 
mit Polyethylenglycol (M^: 5000) bis zu einer Konzentration von 4% (w/v) ver- 
setzt, Nach Zentrifugieren bei 10 000 UpM fur 10 min wird der Uberstand weiter 
mit PEG5QQQ bis 2u einer Endkonzentration von 30% versetzt. Das nach Zentri- 
fugation bei 10 000 UpM fur 15 min erhaltene Sediment enthalt die Ketoester-Re- 
duktase-Aktivitat und kann in Triethanolamin-NaOH-Puffer, 20 mM, pH 7,5 auf- 
genommen und lyophilisiert werden. Das Enzym ist unter diesen Bedingungen 
mehrere Monate ohne AktivitStsverlust haltbar. 

4.2 lonenaustausch-Chromatographie 

1 ml resuspendiertes Sediment aus der 30%igen PEG-Fallung (entspr* Beisp.l; ^. 
wird auf eine Q-Sepharose-FastRow-Saule (Anionen-Austauscher, HiLoad, High 
Performance, 16/10, 20 ml Gelvolumen) aufgetragen (FPLC-Chromatographie-Sy- 
stem der Fa, Pharmacia, Freiburg). Die Saule ist mit Puffer A aquilibriert worden 
(20 mM Triethanolamin-NaOH-Puffer; pH 7,5), Nach ausgiebigem Waschen der 
Saule mit Puffer A wird die Ketoester-Reduktase mit einem linearen NaCl-Gra- 
dienten (0-200 mM) eluiert, wobei das Enzym bei ca. 100 mM NaCl eluiert. Die 
Chromatographie wurde bei einer FluBrate von 1 ml/min durchgefiihrt. Die erzielte 
Anreichening ist in Tab. 2 zusammengefaBt, 

4.3 Affinitatschromatographie 

Die Fraktionen der Q-Sepharose-Chromatographie mit der hochsten Aktivitat wer- 
den gesammelt, mit Hilfe einer Ultrafiltrationszelle (Amicon, Witten/Ruhr) auf- 
konzentriert und weiter aufgereinigt durch Chromatographie an Agarose-NAD (Fa. 
Sigma, Deisenhofen). Es wurde das Niederdruck-Chromatographie-System der Fa. 
Pharmacia verwendet. Das Gelbett betrug 5 ml. Die Chromatographie wurde mit 
einer FluBrate von 0,5 ml/min durchgefuhrt. Die Anreichening ist in Tab. 2 zu- 
sammengefaBt* 
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Anreicherung der Ketoester-Reduktase 
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Reinigungsschritt 


Spez.-Aktivitat 


Gesamt-Ausbeute 


Anreicherung 




(U/mg) 


(%) 


(-fach) 


Rohextrakt 


0,6 


100 


1,0 


4% PEG-FaUung 


0.7 


75 


1,2 


30% PEG-Fallung 


2^ 


75 


4,2 


Q-Sepharose FF 


40,3 


71 


67,0 


Ultrafiltration 


40,3 


67 


67,0 


Agarose-NAD* 


1855,0 


67 


3091,0 



Das scheinbare native Molekulargewicht der Ketoester-Reduktase von 136 kDa (± 
11 kDa) wurde durch Gelpermeations-Chromatographie an Sephadex G-200 be- 
stinimt. Dabei dienten Thyroglobulin, Ferritin, Katalase, Aldolase, Rinderserumal- 
bumin, Ovalbumin, Chymotrypsinogen A und Ribonuclease A als Eichproteine. Die 
beiden gleich groBen Untereinheiten haben ein scheinbares Molekulargewicht von 
67 kDa, wie durch SDS-Gelelektrophorese bestimmt wurde, Als Molekularge- 
wichtsstandard wurde eine Mischung aus a2-Makroglobulin, Phosphoiylase b, Rin- 
derserumalbumin, Glutamat-Dehydrogenase, Lactat-Dehydrogenase und Trypsininhi* 
bitor verwendet. - 

Je nach unterschiedlicher Herkunft der KERed sind gewisse Abweichungen im Mo- 
lekulargewicht bei gleichbleibender Funktion (NADH-abhangige Reduktion von p-, 
Y- und S-Ketoestern) zu erwarten. 



Beispiel 2 : Regulation der Ketoester-Reduktase^ 

Die Regulation der Ketoester-Reduktase wurde untersucht. Dazu wurden Zellen 
auf unterschiedlichen C-Quellen (s. dazu Beispiel 1; 2) im 200 ml-Ma6stab ange- 
zogen. Der Zeitpunkt, bei dem die Aktivitat der Ketosaure-Reduktase maximal ist, 
wurde ermittelt und als Emtezeitpunkt festgelegt (s. Fig. 1). 
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Die spezifische Aktivitat der Ketoester-Reduktase fur 5-Oxohexansaureethylester 
ist in Figur 3 in Abhangigkeit vom Wachstum auf unterschiedlichen C-Quellen 
dargestellt. Die Ketoester-Reduktase von Candida parapsilosis unterliegt der Ka- 
tabolit-Repression. Unter dereprimierenden Bedingungen (0,8% Glucose im Medium) 
liegt die spezifische Aktivitat des Enzyms etwa 36% hoher, als unter reprimieren- 
den Bedingungen (5,4% Glucose im Medium). Unter nicht-reprimierenden Bedingun- 
gen (2% Glycerin im Medium) ist die spezifische Aktivitat etwa 300% hoher, als 
unter reprimierenden Bedingungen. Bei Wachstum auf Dodecansaure wird die Akti- 
vitat der Ketoester-Reduktase von Candida parapsilosis auf iiber 700% gesteigert. 
Der Zusatz eines Ketoesters zum Medium (0,1%) bringt im Fall von Glycerin als 
C-Quelle eine Steigerung der spezifischen Aktivitat auf 350%. 



Beispiel 3 : Charakterisierung der Ketoester-Reduktase 

Fiir die folgenden Versuche wurde partiell gereinigtes Etizym (nach Q-Sepharose- 
Chromatographie, 67-fache Anreicherung) eingesetzt. 

A, pH-Abhangigkeit der Umsetzung 

Die Abhangigkeit der Aktivitat vom pH-Wert wurde bestimmt, indem 5-Oxohe- 
xansaureethylester (35 mM) mit NADH (0,2 mM) und 10 ml Enzymlosung bei un- 
terschiedlichen pH-Werten (0,2 M Pufferlosung) gemischt wurden und die Aktivitat 
bei 340 nm (30^0 photometrisch verfolgt wurde. Fig. 4 zeigt die erhaltenen Akti- 
vitatswerte in Abhangigkeit vom pH-Wert, das Optimum fiir die 5-Oxohe- 
xansaureethylester-Reduktion liegt bei pH 7,9 

In analoger Weise wurde das pH-Optimum fur die Riickreaktion, die S-Hydroxyhe"- 
xansaureethylester-Oxidation, gemessen- (R/S)-5-Hydroxyhexansaureethylester (35 
mM) wurde in 0,2 M Puffer mit pH-Werten zwischen 4 und 10 gelost, 0,2 mM 
NADH und 10 {d Enzymlosung zugesetzt und die NADH-Bildungsrate photome- 
trisch bei 340 nm verfolgt. Fig. 4 faflt die erhaltenen Werte zusammen, das pH- 
Optimum fiir die Oxidation liegt bei pH 9,5. 
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B. Temperaturabhangigkeit der Reduktion 

Zur Bestinunung des Temperaturoptimums der Reduktion wurde die Enzymaktivitat 
zwischen 30 und 60OC gemessen. Der Testansatz enthielt : 



5-Oxohexansaureethylester 35 mM 

NADH 0.2 mM 

Enzymlosung ^ 
TEA-NaOH-Puffer, 0,1 M-, pH 7,9 

Die KERed aus C. parapsilosis hat ein Temperaturoptimum fur die Reduktion zwi- 
schen 36 und 40OC. 

C- Temperaturoptimum der Oxidation 

Zur Bestinunung des Temperaturoptimums der Oxidation wurde die Enzymaktivitat 
zwschen 30 und 60°C gemessen. Der Testansatz enthielt : . 

5-Hydroxyhexansaureethylester 35 mM 

NAD 0,5 mM 

EnzymlSsung 10 V-^ 

TRIS-HCl-Puffer, 0.1 M, pH 9 

Die KERed aus C. parapsilosis hat ein Temperaturoptimum fiir die Oxidation zwi- 
schen 50 und 560C. 

D. EinfluB verschiedener Reagenzien auf die KERed 

Der EinfluB der verschiedenen Metallkationen und Reagenzien auf die Enzym- 
aktivitat wurde untersucht, indem der unter Beispiel 3.B beschriebene Testansatz 
verwendet wurde. 

Die Ergebnisse der Inhibitionsstudie sind in Tabelle 3 zusammengefaBt. Auffallend 
ist, daB das Enzym durch den Chelator o-Phenanthrolin relativ stark, durch EDTA 
hingegen praktisch nicht gehemmt wird. Offenbar besitzt die Ketoester-Reduktase 
ein essentieUes Metallion, das durch o-Phenanthrolin entfemt wird, was wiederum 
zum Aktivitatsverlust fiihrt. Die zunehmend starke Hemraung der Ketoester-Reduk- 
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tase durch Thiol-Reagenzien wie N-Ethylmaleimid, Jodacetamid, 2,2'-Dithio-Bis(2- 
nitrobenzoat). und p-Hydroxymercuribenzoat weisen darauf bin, daB das Enzym 
mindestens eine essentielle SH-Gruppe enthalt. 

Tabelle 3 : Inhibitionsstudie der KERed aus C. parapsilosis 



Verbindung Restaktivitat [%] 

0,1 mM 1,0 mM 



Metallionen 

Hg2* 0 0 



Pb2+ 



0 0 



Ag* 0 0 

Ni2+ 
Zn2+ 
Sn2+ 
Co2+ 
Ca2+ 
Mn2+ 



0 0 

10 0 

24 0 

73 0 

38 12 

78 68 

84 80 



Mg2* 91 82 

Pe^* 100 n.b.l) 

KCN 100 100 
Chelatoren 

EDTA (1 mM, 10 mM) 100 80 

2,2'-Bif>yridtyl (0,05 mM; 0,5 mM) 52 23 

o-Phenanthrolin 26 n.b. 
Sulfhvdrvl^Reagenzien 

p-Hydroxymercuribenzoat 0 0 

5,5'-Dithio-Bis(2-mtrobenzoat) 53 q 

Jodoacetamid 77 17^ 

N-Etlgrlmaleimid 70 47 

Methylg^yoxal lOO 34 
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(Tabelle 3, Fortsetzung) 
Sulfhvdrvl-Schutzreagenzien 

1,4-Dithiothreitol 100 100 

Glutathion (reduziert) 100 100 

Histidine-specifische Reagenzien 

Diethyl . Pyrocarbonat 100 100 

Andere Reagenzien 

Ethanol (5%) - 30 

Triton X-100 (0.1%) - 100 

Pefabloc (Protease Inhibitor) n.b. 100 

^^n.b. : nicht bestimmt 



EinfluB der Pufferkonzentration auf die Aktivitat der KERed 

Der EinfluB der Pufferkonzentration auf die Aktivitat der Ketoester-Reduktase 
wurde getestet. Dazu wurde der in Beispiel 3.B angegebene Testansatz unter Va- 
riation der Pufferkonzentration verwendet. 



Die Enzymaktivitat ist maximal bei einer Molaritat des Puffers von 0,1 M. 
F. Substratspektrum der KERed 

Entsprechend Beispiel 3.B wurde an Stelle von 5-Oxohexansaureethylester eine 
Reihe aromatischer und aliphatischer Ketoester, Ketosauren, Ketone; Diketone und 
Aldehyde daraufhin untersucht, ob sie enzymkatalysiert reduziert werden konnen. 
Dabei wurden die Verbindungen stets in 8 mM Endkonzentration zugesetzt. Die 
Ergebnisse sind in Tab. 4 zusammengestellt. Es zeigt sich, daB das Enzym eine 
Vielzahl aromatischer und aliphatischer Oxoverbindungen als Substrat akzeptiert. 

Die Aktivitat mit 5-Oxohexansaureethylester v^oirde willkurlich auf 100% gesetzt. 
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Tabelle 4 : Substxatspezifitat der KERed aus C. parapsUosis 



Verbindung Rel. AktivitMt [,%] Verbindung Rel. Aktivitat [%] 

Ketosauren und -ester 



q 

OH 




0 






46 




0^ 




Diketone 




76 



137 



76 



92 



70 



46 



wo 93/18138 



15 



PCT/DE93/00198 



(Tabelle 4, Fortsetzung) 
Alicyclische Ketone 




12 



Aromatische Ketone 




AUphatische Ketone 
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(Tabelle 4, Fortsetzung) 
AUphatische Aldehyde 




a-Ketocarbonsauren und -ester und Allyl-Ketone werden nicht iimgesetzt. 

Wie man sieht, ist das Substratspektrum der Ketoester-Reduktase von erheblicher 
Breite, wobei auBer p-, y- und S-Ketoestern 1,3- und 1,4-Diketone, ggf, substitu- 
ierte insbes. halogenierte aliphatischCj alicyclische und aromatische Ketone, Keto- 
acetale und Aldehyde akzeptiert werden. 



Kinetische Charakterisierung der KERed 

Fiir ausgewahlte Substrate wurden mit Hilf e des oben beschriebenen photometri- 
schen Tests ausgewaWte Substrate der KERed aus C parapsilosis kinetisch ver- 
messen. Die Ergebnisse der kinetischen Charakterisierung sind in Tabelle 5 zu- 
sammengefaBt. 

Tabelle 5 : Kinetische Charakterisierung der KERed 



Nr. Substrat V^^ K^ Vj^a^/K^ 



(mM) (-) 



AUphatische Ketone 



1 


Aceton 


97 


1,060 


5,5 


2 


Chloroaceton 


61 


0,124 


29,5 


3 


1.1-Dichloroaceton 


45 


0,176 


15,3 


4 


Pyruvaldehyd - 










Dimethylacetal 


24 


0,189 


7,6 


5 


2-Butanon 


100 


1;480 




6 


3-Chlor-2-Butanon 


50 


0,442 


6,8 
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(Tabelle 


5, Fortsetzung) 








7 


2"Pentanon 


62 


0,141 


26,4 


8 


2-Hexanon 


53 


0,054 


58,9 


9 


3-Hexanon 


10 


0,840 


0,7 


10 


2-Heptanon 


58 


0,097 


35,9 


11 


3-Heptanon 


11 


5,6 


0,1 


12 


4-Heptanon 


9 


5,3 


0,1 


13 


2-Octanon 


62 


0,324 


11,5 


14 


3-Octanon 


12 


11,20 


0,1 


15 


2-Nonanon 


45 


0,314 


8,6 


16 


2-Decanon 


20 


3,960 


0,3 


Aromatische Ketone 








17 


Acetophenon 


22 


0,049 


26,9 


18 


3-Chlor-Acetophenon 


32 


0,015 


128,0 


19 


4-Chlor-Acetophenon 


19 


0,010 


114,0 



Aldehyde 



20 


Acetaldehyd 


129 


0,085 


91,0 


Ketoester 








21 


Ethyl 3-oxobutanoat 


79 


0,122 


38,9 


22 


Tert.-Butyl 3-oxobutanoat 


71 


0,356 


12,0 


23 


Ethyl 4-Chlor-3-oxobutanoat 


10 


3,56 


0,2 


24 


Ethyl 4-Trifluor-3-oxobutanoat 


11 


2,0 


0,3 


25 


Ethyl 3-oxopentanoat 


17 


6,9 


0,1 


26 


Ethyl 3-oxohexanoat 


5 


1,3 


0,2 


27 


Ethyl 4-oxopentanoat 


12 


1,73 


0,4 


28 


Ethyl 5-oxohexanoat 


116 


0,89 


7,8 
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(Tabelle 5, Fortsetzung) 
Primiire und sekundare AUcohole 



29 Methanol 


Keine Reaktion 




30 Ethanol 


42 


3,4 


0,7 


31 1-Propanol 


47 


3,8 


0,7 


32 1-Butanol 


47 


2,9 


1,0 


33 2-Propanol 


183 


2,21 


5,0 


34 (S)-2-Butanol 


210 


0,6 


21,0 



Coenzyme 

35 NADH 105 0,038 165,8 

36 NADPH Keine Reaktion 



^max Werte sind bezogen auf 2-Butanon (6 U/mg, partiell gereinigtes En- 
zym). Substratinhibition wurde mit Chloroaceton (Kis' 121.3 mM), 3-Hexanon (Kigi 
612 mM) und 2-Nonanon (Kjsi 24.9 mM) beobachtet. Generell lag der Standard- 
feMer der raaximalen Reaktionsgeschwindigkeiten und der Michaelis-Menten-Kon- 
stanten zwischen 5-10 Prozent der Werte. 

Aus diesen Ergebnissen kann ein Model! fur die Substratbindungsstelle der KERed 
abgeleitet werden. Durch dieses ModeU ist eine Vorhersage mSgUch, ob ein be- 
stimmtes potentielles Substrat von der KERed akzeptiert wird, oder nicht. In Fig. 
5 ist das ModeU der Substratbindungsstelle dargestellt. 

Danach besteht die Substratbindungsstelle aus zwei Bereichen, die sich hinsicht- 
Uch Volumen und Hydrophobizitat unterscheiden. Die kleine Tasche kann Methyl-, 
Ethyl- und Propylgruppen aufhehmen. Daneben werden auch substituierte Methyl- 
gruppen wie z.B. die Chlormethylgruppe akzeptiert. Die groBe Tasche kann lange 
und hydrophobe Reste binden. Wie aus TabeUe 5 hervorgeht, konnen dies aliphati- 
sche Reste bis Cg sein (s. 2-Decanon). Die groBe Tasche kann eine Vielzahl auch 
sterisch anspruchsvoUer Reste aufhehmen und bestimmt maBgeblich das auBeror- 
dentKch breite Substratspektrum des En^mis. 
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H. Enzymkatalysierte Herstellung von 3-Hydroxybuttersauremethyl- 
ester im Batch-Ansatz 

Eine Losung von 3-Oxobuttersauremethylester (100 mM) wurde mit Keto- 
ester-Reduktase (10 U) und Coenzym (0,1 mM) umgesetzt (100 ml Gesamtvolu- 
men), wobet das Coenzym NADH durch Kopplung mit Natriumformiat (1 M) und 
Formiat-Dehydrogenase (40 U) regeneriert wurde. In regelmSBigen Abstanden war- 
den Proben entnommen und mit Hilfe der Dunnschicht-Chromatographie (DC) auf 
gebildeten 3-Hydroxybuttersauremethylester analysiert. Die Enantiomerenreinheit 
wurde Uber GC-Analyse bestimmt. 



Trennbedingungen der DC : 

StationMre Phase : Kieselgel 60 F254 

Mobile Phase : Diethylether : PetrolethergQ-so = 2:1 

Laufstrecke : 5 cm 

Tauchlosung : 10%ige Molybdatophosphorsaure-Hydrat- 

Losung in Ethanol (abs) mit 4 % HCl 
Verfahren : Aufsteigende Chromatographie bei Kammersattigung 

Probevolumen : 2-10 {il 

Laufverhalten : HydroxysaurenZ-ester laufen weniger weit als 
KetosaurenAester 



Nachdem die, Reaktionszeit von 36 Stunden abgelaufen war, wurde zur Bestim- 
mung der Enantiomerenreinheit der Reaktionsansatz mit Chloroform extrahiert. 
daB ausgefallene Protein abgetrennt und die organische Phase mit Trifluores- 
sigsaureanhydrid (TFAA) derivatisiert. Eine Probe wurde mittels chiraler Gas- 
chromatographie analysiert. 



Trennbedi ngungen der GC • 

: Lipodex E (25m x 0.25 mm ID) 

Helium : 0,8 bar 

Wasserstoff : 0,5 bar 

Probenvolumen : 1 jil 
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Retentionszeiten : 

3"(R)-Hydroxybuttersauremethylester 10,5 min 
3-(S)-Hydroxybuttersauremethylester 14^9 min 

Die Elutionsreihenfolge der Enantiomeren auf der chiralen GC-Saule wurde mit 
reinen Enantiomeren von 3-Hydroxybuttersauremetliylester zu (R) vor (5) be- 
stimmt. Die Ergebnisse der GC-Analyse sind in Fig. 6 dargestellt. Die Keto- 
ester-Reduktase aus Candida parapsilosis setzt 3-Oxobuttersauremethylester mit 
einem Enantiomereniiberschufi von 98% und einer Ausbeute von 95% zu (5)-3-Hy- 
droxyfauttersauremethylester urn. 

I- Enzymkatalysierte Herstellung von 5-Hydroxyhexansaureethyl- 
ester im Batch-Ansatz 

Analog zu Beispiel 3.H wurde 5-Oxohexansaureethylester enzymatisch im prapara- 
tiven MaBstab reduziert. Proben wurde mittels chiraler Gaschromatographie ana- 
lysiert (Tg: 90^0 

Retentionszeiten : 

5-(i?)-Hydroxyhexansaureethylester 25,0 min 
5-(5)-Hydroxyhexansaureethylester 26,9 min 

Die Ergebnisse der GC-Analyse sind in Fig. 7 dargestellt. Die Ketoester-Reduk- 
tase aus Candida parapsilosis setzt 5-Oxohexansaureethylester mit einem Enan- 
tiomereniiberschuB von 95% und einer Ausbeute von 96% zu (S)-5-Hydroxyhe- 
xansaureethylester um. 
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J. Nachwcis der Stereospezifitat des Enzyms 

Zum Nachweis der Stereospezifitat des Enzyms und der Enantiomerenreinheit des 
Produkts wurden zwei Methoden verwendet, einerseits wurde enzymatisch herge- 
stelltes Produkt mit einer chiralen Gaschromatographie, die (R)- und (5)-Hydroxy- 
ester voneinander trennen kann, untersucht, andererseits wurde mit kauflichen, 
reinen Isomeren von (7?)- und (S)-Hydroxysaureestern sowie (i?)- und (5)-Phenyle- 
thanol photometrisch die Oxidationsreaktion gemessen. 

1. Chirale GC 

Die Produkte der enzymatischen Umsetzungen sowie die kauflichen reinen Enan- 
tiomeren wurden mit Htlfe der Gaschromatographie an einer chiralen Phase analog 
zu Beispiel 3.H getrennt. Die Zuordnung der Peaks erfolgte durch Vergleich mit 
den kauflichen reinen Enantiomeren von 3-Hydroxybuttersauremethylester, Die 
Elutionsreihenfolge (R) vor (S) gilt fiir die homologe Reihe der Hydroxyester. Fig. 
6 zeigt, daQ man durch enzymatische Umsetzung zu reinem (5)-Hydroxybut- 
tersauremethylester gelangt. 

2. RUckreaktion mit (R)- bzw. (5)-Hydroxyverbindungen 

Zum photometrischen Nachweis der Stereospezifitat wurden folgende Te- 
stansatze durchgefiihrt : 

I) 35 mM (i?)-Hydroxybuttersauremethylester 
0.5 miM NAD 

10 til Enzymlosung 
TRIS-HCl-Puffer, pH 9, 0.1 M 

II) 35 mM (Sj-Hydrox-ybuttersauremethylester 
0.5 miVI NAD 

10 yl Enzymlosung 

TRIS-HCl-Puffer, pH 9. 0.1 M 

Temperatur : 56°C 

III) 8 mM (R)-Phenylethanol 
0.5 mM NAD 

10 (il Enzymlosung 
TRIS-HCl-Puffer, pH 9, 0.1 M 

IV) 8 mM (S)-Phenylethanol 
0.5 mM NAD 

10 (il Enzymlosung 
TRIS-HCl-Puffer, pH 9, 0.1 M 
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Die Aktivitatsmessung erfolgte photometrisch bei 340 run, 
Ereebnisse : 

Ansatz I : 7 % Ansatz II : 100 % 

Ansatz HI : 1,1 % Ansatz IV : 100 % 



Das Ergebnis zeigt deutlich, daB das Enzym hochspezifisch fiir (5)-3-Hy- 
drpjq^uttersaureniethylester und (S)-PhenyiethanoI ist. 
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PatentansprUche 

1. Zur NADH-abhSngigen enzymatischen Umsetzung von 3-. y- und S-Ke- 
toestem zu den entsprechenden optisch aktiven p-, y- und 8-Hy 
droxysaureestern befdhigte Ketoester-Reduktase. isolierbar aus Stammen 
von Candida parapsilosis, Yarrowinia celbbiosa. Bhodococcus erythro- 
poUs Oder Pseudomonas acidovorans. 

2. K.to«,e.R«iulc«se nach tepruch 1, isoUer. aus a„f «„gerke.tige(s) 
AlkansaureW bzw. AIkan(a) ab C-CJueUe enthaltendem Medium gezuoh- 
tefen Stammen. 

3. Ketoester-Reduktase nach Anspruch I Oder 2, isoliert aus dem Candida 
parapsilosis Stamm DSM 70 125. 

4. Ketoester-Reduktase nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
gekennzeiclinet durch 

folgende Parameter in aufgereinigter Form: 

- ein pH-Optimum fiir die Ketoester-Reduktion zwischen pH 7,8 und 
8,0 und fiir die Ruckreaktion um pH 9,5; 

- ein Temperatur-Optimum zwischen 36 'und 40OC fdr die Reduktion 
von Ketoestem, und von 50 bis 560C fur die Ruckreaktion- 

- ras^che Desaktivierung durch Hg2\ Pb2*., Ag*-. Cu2+. Ni2* 

Sn und Co2Monen. starke Inhibierung durch p-Hydroxj^ercuri- ■ 
benzoat. 5.5'.Dithio-Bis(2.nitrobenzoat) und Jodacetamid sowie durch' 
d:e Chelatoren 2.2'.Bipyridyl und o-Phenanthrolin und StabiHsierung 
aurch SH-Schutzreagenzien wie Dithiothreitol- 

- zusatzliche Bem.igung zur Reduktion von allphatischen, alicyclischen 
und aromatischen Ketonen, Diketonen. Ketalen und Aldehyden sowie 
zur Oxidation von primaren und sekundaren Alkoholen. 

5. Verfahren zur enzymatischen Reduktion von Oxo-Verbindungen unter Bil- 
dung optisch aktiver S-Hydroxyverbindungen, 
d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t, 

daB man die Oxo-Verbindung in Gegenwart von ^DH mit Hilfe von 
Ketoester-Reduktase nach einem der Anspriiche I - 4 umsetzt 
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6. Verfahren zur Herstellung optisch aktiver R-Hydroxy-Verbindungen durch 
eine enzymatische Oxidation rait Ketoester-Reduktase nach einem der 
Anspriiche 1-4, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafl man von einem Racemat von R- und S-Hydroxy-Verbindungen aus- 
geht und das S-Enantiomere enzymatisch in die Oxo-Verbindung Uber- 
fiihrt und abtrennt. 

7. Verfahren zur Gewinnung von Ketoester-Reduktase mit Befahigung zur 
NADH-abhangigen enzymatischen Umsetzung von y- md S-Keto- 
estem zu den entsprechenden optisch aktiven p-, y- und 5-Hy- 
droxysaureestem, 

gekennzeichnet durch, 

Kultivierung von Stammen von Candida parapsilosis, Yarrowinia ceUo- 
biosa, Bhodococcus erylhropolis oder Pseudomonas acidovorans und 
IsoUerung des von den Mikroorganismen gebildeten Enzyms aus dem 
Zdl-Rohextrakt durch fraktionierte PEG-Fallung. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
gekennzeichnet durch 

nachfolgende chromatographische Auftrennung zur weiteren Aufreira'gung 
des En^TOs. 
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